Síntesis quimio-enzimática de nucleósidos naturales y modificados by Taverna Porro, Marisa Lía
Síntesis quimio-enzimática de nucleósidos
naturales y modificados
Taverna Porro, Marisa Lía
2010
Tesis Doctoral
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Aires
www.digital.bl.fcen.uba.ar
Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar
Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales de la Biblioteca Central Dr. Luis
Federico Leloir. Su utilización debe ser acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la
fuente. 
This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico Leloir.
It should be used accompanied by the corresponding citation acknowledging the source. 
Fuente / source: 
Biblioteca Digital de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad de Buenos Aires
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 
Departamento de Quimica Organica 
Tesis presentada para optar por el titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires en 
el area de Quimica Organica 
Lic. Marisa Lia Taverna Porro 
Director de tesis: Dr. Javier Montserrat 
Director asistente: Dr. Adolfo lribarren 
Consejero de estudios: Dr. Gerardo Burton 
Lugar de trabajo: lnstituto de lnvestigaciones en Ingenieria Genbtica y Biologia Molecular 
(INGEBI), CONICET-UBA 
Buenos Aires, 2010 

Los abajo firmantes 
Certificamos: 
Que la Licenciada Marisa Lia Taverna Porro, ha realizado bajo nuestra 
direccion, el trabajo que con el titulo: "Sintesis quimio-enzim8tica de 
nucledsidos naturales y modificados", presenta en esta rnemoria y que 
constituye su Tesis para optarpor el titulo de Doctor de la Universidad de 
Buenos Aires en el area de Quimica Orgdnica 
Y para que conste a 10s efectos oportunos, presentarnos a la Universidad de Buenos Aires la 
mencionada Tesis, firmando el presente certificado 
* Dr. Javier Montserrat __2_2___) 
Dr. Adolfo lribarren 

jl mi famicia y amigos 

Este trabajo de tesis presenta una estrategia versatil y economica para la sintesis de 
nucleosidos tanto naturales como modificados partiendo de azccares naturales. La 
aproximacion quimio-enzimatica de la sintesis de nucleosidos que se exploro, se encuentra 
resumida en la Figura 1. 
Lipasas 9 
X e Y: H, OH. 
B: bases purinicas o pirimidinicas. I 
Figura l.Obtenci6n quimio-enzimdtica de nucle6sidos naturales y modificados. 
En primer lugar, se desarroll6 una estrategia general de obtenci6n de furanosas-5- 
fosfato utilizando un esquema de protecci6n quimica y desprotecci6n selectiva con lipasas, 
cornbinado con una fosforilacion quimica. De esta forrna se sintetizaron D-ribosa 5-fosfato, 2- 
desoxi-D-ribosa 5-fosfato y D-arabinosa 5-fosfato. 
Luego se exploro la reacci6n de glicosidaci6n enzimAtica de nucle6sidos mediante el 
acoplamiento de nuclebsido fosforilasas (NPs) con la fosfopentomutasa (PPM). Esta Sltima, al no 
ser una enzima comercial, debid ser sobreexpresada y purificada, y su actividad debio ser 
optirnizada para ser utilizada en las reacciones de slntesis de nucle6sidos. De esta forrna se han 
obtenido con altos rendimientos (70-100%) 10s nucle6sidos: adenosina, inosina, 6- 
metcaptopurin ribonuclebsido, 1,2,4-triazol-3tarboxarnida ribonucle6sido (Rivabirina), tirnidina, 
2'-desoxiuridina, 5-fluoro-2'-desoxiuridina y 5-brorno-2'-desoxiuridina. Asirnisrno se han 
obtenido diversos nucledsidos con moderados rendirnientos (30-50%), tales como la guanosina, 
2-amino-6-cloro-purin ribonucleosido, 2-fluoroadenosina e hipoxantin arabinonucle6sido. 
Finalrnente se han obtenido con escaso rendirniento (10-30%) 10s siguientes nucle6sidos: adenin 
arabinonucle6sid0, 6-mercaptopurin arabinonuclebsido, 1,2,4-triazol-3-carboxamida 
arabinonuclebsido, 2'-desoxiinosina y 2-amino-6-cloro-purin 2'-desoxirribonucle6sido. 
Luego se llevo a cab0 la inrnovilizacidn de la enzirna sobreexpresada PPM, y la co- 
inmovilizacion del sistema enzimdtico acoplado (PPM-NP). 
Por Oltimo, se realiz6 un estudio cornputacional para desarrollar una propuesta estructural 
de la PPM de E. coli y deterrninar aproxirnadarnente el sitio activo de la misrna y el mod0 de 
union de 10s ligandos. 

This thesis presents a versatile and economic strategy for the synthesis of natural and 
modified nucleosides, using natural sugars as starting materials. The used chemoenzymatic 





X e Y: H. OH. 
B: pirimidine or purine bases. 1 
Figure 1. Schematic representation of the used strategy 
In first place, a general strategy for the preparation of furanoses 5-phosphate was 
developed by means of a selective protection-deprotection scheme using lipases, combined 
with chemical phosphorylation. Thus, D-ribose 5-phosphate, 2-deoxy-D-ribose 5-phosphate and 
D-arabinose 5-phosphate were synthesized. 
Then, the enzymatic synthesis of nucleosides was explored by coupling nucleoside 
phosphorylases (NPs) and phosphopentomutase (PPM). The latter, not being commercially 
available, had to  be overexpressed and purified, and its activity optimized, in order to  be used in 
nucleoside synthesis reactions. 
In this way, the following nucleosides were obtained in high yields (70-100 %): 
adenosine, inosine, 6-mercaptopurine ribonucleoside, 1,2,4-triazol-3-carboxamide 
ribonucleoside, thymidine, 2'-deoxyuridine, 5-fluoro-2'-deoxyuridine and 5-bromo-2'- 
deoxyuridine. Also, several nucleosides were obtained with moderate yields (30-SO%), such as: 
guanosine, 2-amino-6-chloropurine ribonucleoside, 2-fluoroadenosine and hypoxanthine 
arabinonucleoside. Finally, adenine arabinonucleoside, dmercaptopurine arabinonucleoside, 1- 
1,2,4-triazol-3-carboxamide arabinonucleoside, 2'deoxyinosine and 2-amino-6-chloropurine 2'- 
deoxyribonucleoside, were obtained with low yields (10-30%). 
Then, the immobilization of the overexpressed PPM, and the co-immobilization of the 
coupled enzyme system (PPM-NP) was achieved. 
Finally, a computational study directed to explore PPM's structure, the approximate 
determination of its active site and binding mode of the ligands was accomplished. 
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1.1.1- Generalidades 
Los nucleosidos son las subunidades del ADN o ARN y consisten en una base nitrogenada 
unida a una pentosa, por medio de un enlace glicosidico con configuracion f3 entre el carbon0 
anomkrico del azlicar y un nitrdgeno de la base (N1 en las pirimidinas y N9 en las purinas). Las 
bases naturales que forman parte de estos nucledsidos son la adenina, timina, guanina, citosina y 




Dr i  bosa 
Figura 1.1. Nucle6sidos naturales 
2 Capltulo 1. Introducci6n y objetivos 
Los andlogos de nucle6sidos son compuestos en 10s cuales se ha modificado una de las 
partes integrantes de la molecula. Estas modificaciones pueden introducirse tanto en la base 
nitrogenada, como en el azlScar correspondiente o en mbos. Las modificaciones en la base, en 
general, son sustituciones en la misma, en cambio, se pueden hallar una enorme diversidad de 
modificaciones en el azdcar, como ser por ejemplo, aperturas de ciclo (nucle6sidos aciclicos), 
hom6logos superiores e inferiores, sustituciones isostericas, eliminaci6n o sustituci6n de hidroxilo 
en la posicidn C2' y C3', transposiciones de la base a C2' o a C3', entre muchas otras. 
Esta similitud estructural con 10s nucle6sidos naturales, es la que 10s hace capaces de 
alterar el funcionamiento de 10s dcidos nucleicos o de bloquear determinados procesos esenciales 
para su replicacion. El amplio rango de actividades.biol6gicas de estos anilogos de nucle6sidos 10s 
hace 10s principales blancos y 10s candidatos m4s prometedores para desarrollar terapias 
antivirales y antineopli~icas"~. 
1.1.2- Aelicaciones de 10s nucle6sidos naturales v modlficados 
Antivirales 
Las drogas antivirales son una clase de medicamento utilizado para el tratamiento de 
infecciones virales. El  desarrollo de este tipo de compuestos ha sido histdricamente lento. La raz6n 
de esto radica, parad6jicamente, en la simplicidad de 10s virus. Los virus son agentes infecciosos 
sub-microsc6picos constituidos por material genbtico (ADN o ARN) que se encuentra recubierto 
por una cdpside proteica. Esta estructura puede estar, a su vez, rodeada por la envoltura virica, 
una capa lipfdica con diferentes proteinas conjugadas, dependiendo del virus. Estas entidades 
biol6gicas son pardsitos intracelulares estrictos y s61o pueden replicarse apropidndose de la 
maquinaria metabolica de la celula infectada, para asi producir nuevas particulas virales. Debido a 
que su ciclo replicativo esta altamente ligado a la dlula que infecta, es dificil afectar la replicacion 
viral sin alterar las funciones celulares. Asi mismo, no se disponen de modelos animales 
adecuados, complicando de esta manera su evaluacih. 
Los primeros antivirales se desarrollaron en 10s aiios sesenta por metodos de ensayo y error, 
per0 poco se conocia de su mecanismo de accidn y de 10s blancos virales. Con el advenimiento de 
Alastair, A; Word Drug Therapy, 1999,340,1255 
Perigaud. C.; Gosselin, G.; Imbach, J.; Nucleosides Nucleotider, 1992,11,903 
0 3 Capitulo 1. lntroduccion y objetivos 
la biologia molecular, la elucidacion en 10s afios ochenta de las secuencias genbticas de 10s virus y 
con 10s avances en el conocimiento de sus ciclos replicativos, ha sido posible el desarrollo de 
antivirales especificos y racionalmente disefiados. 
- Etapas afectadas por las drogas antivirales en el ciclo replicativo del virus 
Para comprender como actlian 10s antivirales y cu6les son 10s blancos posibles de accidn, 
se debe conocer la estructura y el ciclo replicativo del virus en estudio. Estos ciclos difieren en 
detalles especificos dependiendo de la especie de virus, per0 todos comparten un patron general. 
Un agente antiviral ideal afecta la replicaci6n en un sitio especifico y esencial del ciclo replicativo 
sin afectar el metabolismo celular normal. A continuaci6n se resume en la Figura 1.2 las etapas 
generales del ciclo viral. 
Adsorcibn 
Penetracion 
Desnudamiento o liberation del genoma viral 
Replicacion viral 
Sintesis y procesamiento de proteinas virales 
Ensamblaje 
1 
Figura 1.2. Ciclo replicativo del virus 
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Liberacion 
Los andlogos de nucleosidos actiran principalmente en la etapa de replicaci6n viral. h a  es la 
fase sintetica del ciclo replicativo del virus. Existen diferencias en esta etapa de acuerdo al material 
genhtico que constituye el nucleo del virus. En el caso de virus de ADN, se transcriben 10s ARNm 
especificos del ADN viral. Luego se utiliza la maquinaria celular para traducir el ARNm y sintetizar 
asi todas las macromolkulas necesarias para generar una nueva progenie viral. En el caso de virus 
de ARN, el mismo material genCtico actda como molde para la sintesis de su hebra 
complementaria. Por irltimo, 10s retrovirus sintetizan la doble cadena de ADN a partir del ARN 
viral. 
Los antivirales intetfieren en la etapa de replicaci6n del genoma viral: 
J Virus ARN: 10s blancos apropiados en este caso son el ARN viral, la ARN polimerasa 
y/o el complejo replicativo. Los compuestos que actiran a este nivel son: ribavirina 
(andlogo de nucle6sido) y moldculas de ARN complementario (antisentido). 
J Virus ADN: Los blancos m6s vulnerables son la fuente de desoxirribonucleotidos y 
las enzimas virales, sobre 10s que actdan 10s andlogos de nucleosidos. Estos 
compuestos pueden actuar: Como terminadores de cadena, incorpordndose al 
genoma viral, inhibiendo la elongaci6n de la cadena de ADN; como inhibidores 
irreversibles de la polimerasa viral; o actuar a amt)os niveles. En este grupo se 
encuentran 10s antivirales mds efectivos en la clinica. TambiCn existen compuestos 
inhibidores de las polimerasas virales no andlogos de nucle6sidos. 
Los andlogos de nucleosidos son 10s fdmacos m4s utilizados en terapia antiviral. De 10s 
antivirales aprobados por la FDA (Federal and Drug Administration), mds del 50 % pertenecen a 
esta clase de compuestos (Tabla 1.1). 
a 
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Tabla 1.1. Listado de antivirales aprobados por la FDA hasta el aRo 2007. 
S61o a rnanera de ejernplo, en la actualidad aciclovir y ganciclovir son 10s cornpuestos 
usados clinicarnente para el tratarniento del virus del herpes. Zidovudine, didanosine, zalcitabine, 
lamuvidine, stavudine y abacavir (Figura 1.3), en cornbinaciones con algunos antivirales no 
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andlogos de nuclebsidos, son 10s mas utilizados en 10s tratamientos anti HIV, y lamivudine, 
adefovir, entecavir y telbivudine son 10s antivirales aprobados para el tratamiento de la Hepatits 0. 




Didanosina Zidovudina AeMevir Zalcitabina 
Figura 1.3. Nucle6sidos modificados comertiales 
Pese al crecimiento del desarrollo de 10s antivirales a lo largo de 10s aiios, esta drea es muy 
activa, continuandose con el desarrollo de nuevos agentes quimoterapeuticos. El  descubrimiento 
de la adquisicibn de resistencia y 10s efectos colaterales inespecificos, por ejemplo, su 
citotoxicidad3, ha sido uno de 10s motivos fundamentales para la blisqueda de agentes antivirales 
mas efectivos, m6s selectivos y no tbxicos. 
Los agentes antineopl4sicos son drogas que inhiben o combaten el desarrollo de tumores. 
Existen varias clases de estos agentes: Agentes alquilantes, antirnetabolitos, intercalantes, 
inhibidores de la topoisomerasa 11, generadores de radicales libres, entre otros. 
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Los analogos de nucle6sidos pertenecen a la clase de 10s antirnetabolitos. Por su sirnilitud 
estructural con 10s metabolitos o nucleosidos naturales pueden interferir en la produccion de 
ADN, lo que conlleva a un arrest0 en la division celular y en el crecirniento de turnores. Debido a 
que la velocidad de replicaci6n es mayor en cClulas turnorales, la inhibicibn de la divisibn celular 
daiia en mayor rnedida estas celulas. 
Sus rnecanisrnos de accion incluyen: 
- Activation de la apoptosis por activacion de caspasas, activacion de receptores de rnuerte 
celular, y activacion rnitocondrial. Asimisrno, la incorporacion de analogos de nucleosidos 
en el ADN celular causa la ruptura de la hebra de ADN en fase S (sintetica), 
desencadenando la apoptosis. 
- Inhibicion de las enzirnas involucradas en la generacidn de nucledtidos purinicos y 
pirirnidinicos. 
Corno ejernplo del uso de analogos de nuclebsidos en terapia antineoplasica, se pueden citar 
10s siguientes: 
Analogos purinicos 
-Fludarabina: Es un analogo arabinosido fosforilado de la adenosina, sustituido en la position 2 de 
la base por un fluor (Figura 1.4). lnhibe la sintesis de ADN interfiriendo con enzirnas corno la 
ribonucleotido reductasa y la ADN polirnerasa, entre otras. 
-Cladribina: Es un analogo de la desoxiadenosina, en el cual la base se encuentra sustituida en la 
posicion 2 por un cloro (Figura 1.4). Posee efeaos inrnunosupresores. lnhibe la 
adenosindearninasa, lo cual interfiere con la habilidad de la dlula de procesar ADN. 
Analogos pirimidinicos 
-Floxuridina: Es un andlogo pirirnidinico, en el cual la base se encuentra sustituida en la position 5 
por un fluor (Figura 1.4). La forrna activa es la base fluorada que es liberada enzimiticarnente en el 
cuerpo. Este cornpuesto actira de diversas rnaneras, pero principalrnente actira corno inhibidor de 
Balint, G., Phormocology & therapeutics, 2001,89,17-27 
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la timidilato sintetasa. Esta inhibici6n bloquea la sintesis de timidina, compuesto requerido para la 
replicacidn del ADN. 
-Citarabina (ARA-C): Es un andlogo modificado en d azircar, en el cual la ribosa ha sido 
reemplazada por arabinosa (Figura 1.4). Este compuesto dafla el ADN en su fase sintdtica. A su 
vez, inhibe tanto la ADN como la ARN polimerasas y la enzima nucle6tido reductasa, necesarias 





Figura 1.4. An6logos de nucle6sidos utilizados en terapia antineoplisica 
r Oligonlucledtidos modificados 
Los oligonucle6tidos son oligdmeros constituidos por mon6meros nucleosidicos unidos entre 
si por puentes fosfodidster, constituyendo asi, pequeflos fragmentos de ADN o ARN. 
Los oligonucledtidos modificados, son andlogos de 10s correspondientes naturales, en 10s 
cuales 10s nucledtidos constituyentes se encuentran modificados en el azircar, en la base, o en el 
grupo fosfato. 
Estas modificaciones otorgan ventajas con respecto a sus contrapartes naturales, entre las 
cuales se encuentra incrementada la estabilidod en fluidos biol6gicos, al no ser estos sustratos de 
las enzimas celulares denominadas nucleasas que degradan 10s Bcidos nucleicos naturales. Entre 
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sus variados usos en la clinica asi corno en la investigacion, se pueden encontrar ejernplos del 
ernpleo de oligonucleotidos rnodificados en terapia antisentido, forrnando parte de ribozimas y/o 
desoxirribozirnas y en ARN de interferencia y aptamer~s"~'~. 
El uso de oligonucleotidos en el campo de la terapeutica ofrece varias ventajas con respecto a 
las drogas tradicionales. En primer lugar precisa de menor concentracion para producir el rnisrno 
efecto terapeutico, debido a que se logra atacar una enferrnedad a nivel genetico, rnientras que 
las drogas tradicionales estin dirigidas a proteinas que se encuentran en gran nlirnero de copias. 
En segundo lugar esta estrategia ofrece un enfoque general, ya que se parte del rnisrno tip0 de 
compuestos quirnicos (nucleotidos) para la producci6n de firmacos contra diversas 
enfermedades. Finalrnente, son rnoleculas de gran especificidad, ya que las secuencias son en 
general univocas para cada blanco especifico. 
J Terapia antisentido. 
Esta terapia consiste en la inhibicion de la expresidn de un gen especifico a nivel del ARN. En 
este caso, el oligonucleotido se une por complementariedad a1 ARNm blanco, bloqueando de esta 
forma la expresion de proteinas codificadas por este Acido nucleico. Asi rnisrno puede tarnbien 
activar la enzirna ARNasa H intracelular, cuya actividad consiste en degradar rnol6culas de ARN 
(que se encuentran hibridizados al correspondiente ADN cornplernentario). En 1978 Zamenick y 
stephenson' ilustraron por primera vez esta estrategia, en la cual dernostraron la inhibicion del 
virus sarcoma de Rous en un sisterna celular. 
Un ejernplo de este tip0 de cornpuestos aplicados a terapia antisentido aprobado por la FDA, 
es el caso de la droga cornercial Fornivirsen (cornercializada bajo el nornbre de vitravene) utilizada 
para el tratarniento de retinitis inducida por citomegalovirus en pacientes con SIDA. 
Actualrnente un sinnlirnero de drogas antisentido estan siendo investigadas en el tratamiento 
de diversos tipos de cancer, diabetes, esclerosis, distrofia muscular y enferrnedades con 
cornponentes inflarnatorios, corno el asrna y la artritis. 
Kagiyama, A., Curr. Oph. Mol. Ther., 2001, 2,258 
lribarren A; Sproat, 0.; Neuner, P, Sulston , I.; Ryder, U.; Lamond , A.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1990,87, 7747 
Rosenbohm, W.; Bioorganic Medicinal Chem., 2004,12, 2385 
Zamenick, P; Stephenson, M.;. Proc. Natl. Acod. SU. USA.,1978,75, 280 
Las ribozimas y desoxirribozimas son mol4culas de ARN o ADN respectivamente, con actividad 
catalitica8. La principal actividad de estas mol6culas es la de hidrolizar enlaces fosfato 
internucleotidicos de sustratos de ARN. Nuevamente, en este caso, las ventajas de introducir 
modificaciones en algunos de sus monomeros son analogas a las observadas en el uso de 
oligonucle6tidos modificados y tiene como objeto aumentar su estabilidad bioldgica. 
Algunas ribozimas pueden desempefiar un rol importante como agentes terap6uticosg, como 
biosensoreslO, y para aplicaciones en gendmica funcional y. descubrimientos de genes. Existen 
actualmente ribozimas en estudio clinico, para su uso contra el virus HIV~~, para diversos tipos de 
tumores (ANGIOZYME~~), para el virus de la hepatitis C (HEPTAZYME~), entre otras. 
4 Aptdmeros 
Los aptdmeros son mol6culas oligonucleotidicas cortas que presentan una alta afinidad por 
proteinas, peptidos o mol6culas orgdnicas pequefias", en una forrna conceptualmente similar a 
10s anticuerpos monoclonales. Su mecanismo de acci6n se basa en el bloqueo mediante 
interferencia fisica, debido a unidn especifica ligando-aptamero. La ventaja con respecto al uso de 
anticuerpos es que estas mol6culas pueden ser obtenidas utilizando mbtodos de evolucidn 
molecular in-vitro, sin tener que pasar por un sistema animal. 
Al igual que las ribozimas o 10s oligonucle6tidos antisentido, son susceptibles a la degradacidn 
por nucleasas en el medio intra y extra-celular. Por lo que su modificaci6n puede proveerlos de 
una resistencia notable a la degradaci6n. Existe ya un Mrrnaco de aptdmeros en el mercado para el 
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Looney, D.; Yu, M.; Ribozyrne protocols, Hurnana Press 1999,74,469 
Christoffersen, R.;Marr, J.; I. Med. Chem., 1995,38,2023 
10 Breake, R.; Current Opinion in Biotechnology, 2002,13,31 
l1 Ridgen, 1.; Ely, J.; Macpherson, J.; Gerlach, W; Sun, L; Symonds, G.; Cum. Issues Mol. Biol., 2000,2, 61 
l2 U.S. Patent 6,346,398 
U Foster, G.; Semin. Liver Dis., 2004,24,97 
14 ver por ejernplo: a) Ellington A.; Szostak, J.; Nature, 1990,346,818, b) Tuerk, C; Gold, L; Science, 1990,249,505 
15 Ng, E.; Shirna, D.; Calias, P.,.M; Cunningharn, E.; Guyer, D.; Adamis, A; Nat. Rev. Drug Discov, 2006; 5,123 
J ARN de interferencia 
El ARN de interferencia (ARNi) es una molicula doble cadena de ARN corta que suprime la 
expresidn de genes homologos especificos mediante mecanismos de interferencia por ARN. El 
ARNi es uno de 10s mdtodos mds especificos en la ablacidn de genes, ya que diferencia la 
secuencia blanco especifica de otras posibles secuencias blanco correspondientes a otros ARNm. 
Asi mismo, es mds eficiente que otras terapias ya que al ser moliculas cortas de ARN (alrededor 
de unos 20 nucledtidos) pasan inadvertidas por la respuesta inflamatoria. La terapia de ARNi 
puede aplicarse a enfermedades geniticas, autoinmunes, tumorales y virales. En este liltimo caso 
ya ha habido avances debido a que se encontrd un ARNi que bloquea la expresidn de un oncogen 
conllevando al increment0 de la sobrevida en pacientes con leucemia16. 
1.2- Sintesis euimica clesica de nucle6sidos naturales v modificados. 
Los nucledsidos naturales y modificados pueden obtenene por metodos de sintesis 
quimica cldsica y/o por medio de reacciones biocatalizadas. 
La sintesis quimica de nucledsidos se puede dividir en tres grandes aproximaciones. Una es 
la glicosidacidn directa de bases purinicas y pirimidinicas naturales y/o modificadas y sus derivados 
(1); la segunda es la construccidn de anillos purinicos y pirimidinicos, a partir de precursores N- 
glicosilados (2), la tercera es la modificacidn quimica de un nucledsido natural. tstas se ilustran por 
su andlisis retrosintetico en la Figura 1.5. 
(1)- La desconexidn A- identifica la formacidn del enlace glicosidico mediante la unidn del azlicar a 
la base preformada. En la prdctica, esta etapa hace uso de desplazamientos de buenos grupos 
salientes en la posicidn 1 de un monosacdrido por medio de un nitrdgeno nucleofilico de la base 
heterociclica. 
(2)- La doble desconexidn B- identifica el proceso de construccidn de la base heterociclica sobre un 
enlace glicosidico preformado en el carbohidrato. Otra aproximacidn de este tip0 se muestra 
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Figura 1.5. AnAlisis retrosintdtico de la dntesis tradicional de nucle6sidos. 
Con la idea de circunscribir 10s antecedentes al objeto de esta tesis, se concentrard la 
discusidn en la pr6xima secci6n sobre la formacidn del enlace glicosidico. 
1.2.1- Formacidn del enlace alicosldic~ 
En la sintesis de nuclebsidos por gliccrsidaddn directa, se pueden producir varios 
regiois6meros y estereoisbmeros, por lo que el mayor desaffo en estas reacciones implica el 
control regio (glicosidaci6n en el N-1 en la caso de las pirimidinas y en el N-9 para las purinas) y 
estereoqulmico (formacibn de nuclebidos con la configuraci6n $). 
Los mdtodos que se describirdn a continuaci6nI en general, se refieren a la slntesis de 
ribonucle6sidos. Aunque estos se pueden extender a la sintesis de 2'desoxirribonucle6sidosI 
generalmente brindan selectividades pobres durante la formacidn del enlace glicosldico. Existen 
modificaciones de estas metodologlas especificas para la sintesis de estos Sltimos, las cuales serdn 
brevemente descriptas a continuaci6n. 
IS Frechtel, G.; Bioquimia., 2005,30,99-100 
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Entre 10s diversos rnetodos quirnicos para la directa glicosidacidn se pueden citar: 
- Bases de sales de rnetales ~esados: 
Fischer y ~elferich" y Koenings y ~norr l *  introdujeron por prirnera vez el uso de sales de 
rnetales pesados de purinas (inicialrnente &(I)) para latalizar el desplazarniento nucleofilico de un 
halogeno en el C-1 de un azljcar protegido. En una posterior rnodificacibn, Davol y ~0wt-y'~ 
utilizaron sales de Hg(ll) para rnejorar 10s rendirnientos de reaction. Esta sintesis perrnite obtener 
en general el nucleosido con la regioselectividad deseada y en rnuchos casos con la 
estereselectividad indicada (el rnotivo se discutird rnds adelante en este capitulo), tanto en purinas 
corno en pirirnidinas. Esta sintesis presenta la desventaja de partir tanto de bases corno de 
azljcares protegidos, y en algunos casos de producir rnezclas cornplejas de productos con distinta 
regio y estereoselectividad. Otras desventajas que pueden citarse son la pobre solubilidad de 10s 
derivados de rnercurio y la inestabilidad de 10s derivados halogenados de 10s azljcares. Asirnisrno 
no es un rnetodo adecuado para la sintesis de nucle6sidos con actividad biologica, debido a la 
potencial presencia de trazas de rnercurio en el producto final. 
En un ejernplo tipicoZ0, la base clorornercurio-6-benzamidopurina reacciona con el cloruro 
o brornuro de 2,3,5-tri-0-acetil-D-ribofuranosa para dar el nuclebido protegido, a partir del cual, 
por rnedio de la rernocion de 10s grupos protectores, se obtiene el nucleosido deseado(en este 





OAD OAC OH OH 
Figura 1.6. Uso de sales de metales pesados de las bases heteroclclicas para la slntesis de nucle6sidos, (i) 
xileno, 120 'C; (ii) NH3, MeOH 
17 Fischer, E.; Helferich, B. Chem. Ber., 1914,47, 210 
18 Koenigs, W.; Knorr, E. Ber. Dtsch. Chem. Ges., 1901,34,957 
19 Davoll, 1.; Lowy, B. A. J. Am. Chem. Soc., 1951,73,1650 
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- Reacciones de fusion ~ a r a  l sintesis de nucle6sidos: 
Debido a la inestabilidad de 10s derivados halogenados de 10s azlicares se modific6 la reaccion 
de sintesis, generando el hal6geno reactivo in situ por medio de la reacci6n de 1-acetoxiazlicares 
con acidos de Lewis tales como TiCl4 y SnCl,,. Esta modificaci6n Ilev6 a 10s procesos de fusi6n, 
metodo introducido inicialmente por Sato et alZ1. Por calentamiento de un azlicar acetilado y una 
base tanto purinica como pirimidinica en presenda del catalizador Bcido a presi6n reducida, se 
obtuvieron 10s productos de condensaci6n (luego de su fusibn). Esta reacci6n generalmente . 
genera mezclas anomericas, que habitualmente pueden separarse por cromatografia en columna 
de silica gel. 
Este metodo funciona mejor para purinas que contienen grupos atractores de electrones, de 
bajo punto de fusi6n. 
- El metodo de Hilbert Johnson (de cuaternizacibn): 
Hilbert y Johnson notaron que las pirimidinas sustituidas eran suficientemente nucleofilicas 
para la reacci6n directa con 10s azircares halogenados sin la necesidad del agregado de 
catalizadores electrofilicos. Es asi que este m4todo involucra la alquilaci6n de una 2- 
alcoxipirimidina con un azlicar halogenado". El  producto inicial es una sal cuaternaria que a 
temperaturas elevadas elimina un haluro de alquilo para dar el producto de condensaci6n (Figura 
OU 
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Figura 1.7. Mdtodo de cuaternizaci6n para la sintesis de nucle6sidos, (i) CH3CN, 1O0C; (ii) NHS MeOH 
20 Ulbricht, T.; Ang. Chem. Int Ed., 2003,1,476 
21 Sato, T.; Shimadate, T.; Ishido, Y. Nippon Kagaku Zasshi., 1360,81,1440 
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a 
* Estas condensaciones frecuenternente ofrecen rnezclas anornericas aunque el uso de HgCI, 
aurnenta la proporcion del andrnero $. 
- Glicosidacion de Vorbruggen : 
El  rnetodo de Hilbert-Johnson ha evolucionado, siendo una de estas rnejoras el uso de bases 
persililadas. Este rnetodo es particularrnente litil cuando esta presente un grupo a-aciloxi en la 
posicion 2 del donor glicosidico, produciendo $-nucle6sidos de forrna estereocontrolada, debido al 
efecto anquirnerico del rnisrno. 
Las bases sililadas ofrecen tres ventajas: (1) son de ficil preparacibn, (2) reaccionan 
fdcilrnente con azlicares en soluci6n hornogenea, debido a su incrernentada solubilidad y 
nucleofilicidad y (3) dan productos interrnediarios que pueden ser fdcilrnente convertidos en las 
bases rnodificadas correspondientes. Corno catalizadores Acidos, 10s prirneros utilizados fueron 10s 
oxidos rnercliricos y acidos de Lewis, que han sido sustituidos por el uso de silil-eteres, entre 10s 
cuales se pueden citar: triflato de trimetilsililo, nonaflato de trirnetilsililo y/o perclorato de 
trirnetilsililo. La figura 1.8 rnuestra un ejemplo de este tip0 de procedirnientos. La base sililada se 
sintetiza, en general, inrnediatarnente antes de la reaccion de glicosidaci6n1 por calentarniento 
bajo reflujo con una rnezcla de hexarnetildisiloxano y cloruro de trirnetilsililo. Alternativamente se 
puede utilizar bis(trirnetilsilil)acetarnida (BSA). La base sililada reacciona subsiguienternente con el 
azlicar peracetilado, que es in situ convertido al halogenuro o al triflato correspondiente utilizando 
un acido de Lewis (usualrnente, TMS-Tf o SnC14). 
Esta rnetodologia se denomin6 procedimiento de ~orbruggen~~ en honor a su principal 
irnpulsor. Corno se rnencionaba antes, el control de la estereoquirnica en la serie de 10s 
ribonucleosidos se logra por asistencia anquirnerica. La regioselectividad depende de la captura 
del interrnediario ion oxonio por el nitrbgeno mas nucleofilico de la base, y consecuenternente se 
pueden forrnar una rnezcla de regioisorneros. 
23 Ver por ejernplo: a) Vorbruggen, H.; Ruh-Pohlenz, C. OrgonicReoctions., 2000,55,1,b) Vorbrijggen, H.; Acc Ulm. 
Res., 1995,28,509 ,c) Vorbdggen, H.; Acto Biochim. Pol., 1996,43,25 
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Figura 1.8. Ejemplo del metodo basado en bases sililadas para la sfntesis de nucle6sidos. (i) (Me3Si)2NAc; (ii) 
CF,SO$iMe& (iii) H20 
1.2.1.1- Control de la confkuraci6n anomhi- las reacdones de alicosidacidn: 
En el caso de la glicosidacidn de azdcares con grupos acilo dirigidos hacia la cara a, la 
eliminacidn del grupo saliente en la posicidn 1 del azircar, genera un carbocatidn que es 
"capturado" por el oxigeno carbonflico del grupo acilo adyacente. Este intermediario biciclico es 
preferencialmente atacado por la base nucleofilica, por la cara opuesta del anillo furandsico al 
sustituyente en la posicidn 224 (Figura 1.9). Por lo que, para la sintesis de nucledsidos rib6sidos se 
obtiene el andmero b, para 10s arabindsidos se obtiene el an6mero a, y en el caso de 10s 
desoxirribonucle6sidosl no est6 presente dicha asistencia, obteniendose ambos andmeros. Un 
metodo alternativo para el control de la estermselectividad involucra el uso de intermediarios de 
oxazolidinas. cste en un metodo estereoespecifico con aplicaciones m6s generales, pudiendose 
obtener mediante este tip0 de metodologias B-arabinonucledsidos. 
-y 97k ,ROk $ 
HBCl 6) \ 
- -  __C 
OR. 'Yo " 'Yo OR' 0 4- R 
R R OR. O Y 0  R 
Figura 1.9. Bases mecanisticas del control anquim4rico. R= alquilo o arilo; R'=acetilo, bencilo, 
trimetilsililo; B= base heterociclica (como sal de mercurio o sililada) 
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1.2.1.2- Estrateirias nara la sintesis estdreo v reaioselectiva de 2'-desoxirribonucle6sid~~ 
Corno se ha rnencionado anteriorrnente, la ausencia de un sustituyente acetiloxi en la posicidn 
2 en 10s desoxirribosidos, produce rnezclas anornericas en diferentes proporciones. 
Una de las rnetodologias de glicosidacidn utilizadas para la obtenci6n de 10s rnismos con la 
configuracion p, denorninada el rndtodo de la sal de sodio, utiliza una sal de sodio de una base 
forrnada in situ y un a-haloazircar corno donor glicosidico. Para la sintesis de 10s 2'- 
desoxirribonucleosidos, la forrnacion estereoespecifica del isornero-p requiere de vias SN2 con 
exclusion de la anornerizaci6n del a-cloroazucar. Este mdtodo no siernpre conlleva a reacciones 
estdreo ni regioespe~ificas~~. Esta falta , de selectividad en la reacciones de sintesis de 2'- 
desoxirribonucleosidos se presume que son debido a diferentes velocidades inducidas por 10s 
sustituyentes de la base, efectos estdricos y anornerizaci6n del a-c~oroazucar~~ 
Otro metodo de glicosidaci6n aprovecha la asistencia anquirnerica de sustituyentes en la 
posicion tres del resto del carbohidrato. El grupo 3-a-hidroxilo en un 2-desoxiaz~jcar puede ser 
utilizado para agregar una nueva funcion, que puede participar en las reacciones de glicosidaci6n. 
Esta estrategia asurne que un grupo 3-0-director puede bloquear la cara a del azircar y, por lo 
tanto, llevaria a la forrnacion de P-nuclebsidos, estereoselectivarnente. Se han ensayado diversos 
grupos funcionales corno directores en la reaccidn de glicosidacion, corno por ejemplo: 3-0-(2- 
rnetilsulfinil) etil, 3-C-rnetoxitiocarbonilrnetil, 3-0-a-(N-benzoil)carbarnoil, 3-0-a-tiocarbamil, entre 
otros. A continuaci6n se rnuestra en la Figura 1.10 un ejemplo de este tip0 de asistencias 
anquirndricas de 3-a-su~tituyentes~~. o 
II 
Figura 1.10. Asistencia anquimerica de 3a-sustituyentes. (i) TMSOTf, CH2Cli (ii) Tirnina(Tl~lS)~ 
'' Blackburn, M.; Gait, M.; Nucleic ocids in chemistry and biology, oxford university press, 1996 
" Kazirnierauk, 2.; Cottam, H. B.; Revankar, G. R.; Robins, R. K. I. Am. Chem. Soc., 1984,106,6379 
Revankar; G.; Robins, R.; Nudeosides, Nudeotides and Nudeicacids, 1989,8,709 
Lavatlee, J.; Just, G.; Tetrohedron Lett., 1991,32,3469-3472 
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Alternativamente, la habilidad de controlar la regioselectividad en la sintesis de 
ribonucledsidos ha llevado a numerosos metodos para la preparacidn de 2'- 
desoxirribonucledsidos, por medio de reacciones de 2'desoxigenacidn radicalarias, subsiguientes 
al paso de glicosidacion. El metodo m k  utilizado involucra una reduccidn de Barton de derivados 
2'-tiocarbonato~~~. 
1.2.3- Desventaias de la sintesis auimica cl6sica 
Como corolario general de la seccidn precedente donde se describid la sintesis quimica de 
nucledsidos naturales y/o modificados por glicosidacibn, se pueden mencionar las siguientes 
limitaciones generales de esta metodologia: 
rendimientos insatisfactorios, 
estereo selectividad parcial con respecto a la posici6n anombrica, especialmente para 10s 
2'-desoxirribonuclebidos, 
regioselectividad parcial, 
necesidad de utilizar reacciones de proteccidn/desproteccidn con grupos.quimicos libiles, 
posibles dificultades en la separacidn de mezclas complejas. 
Se han planteado estrategias alternativas para la preparacidn de nucledsidos y sus anAlogos, 
que est6n basadas en el uso de reacciones catalizadas por enzimas o por microorganismos, que 
pueden ayudar a solucionar 10s problemas antes citados. 
Esta aproximacidn presenta una serie de ventajas con 'respecto a la sintesis quimica 
tradicional, que ser6n discutidas en detalle m6s adelante en este capitulo. 
"~akamatsu'~.; Katayama'S.; Hirose' N.; Naito. M.; Izawa, K.; Tetrahedron Lett, 2001,42,7605-7608 
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1.3- Sintesis auimio-enzimdtica de nucledsidos modificados 
1.3.1- Biotransformaciones 
1.3.1.1- Generalidades de las biotransforrnaciones 
Se denornina biotransforrnaci6n a todo aquel proceso en el que se utiliza corno catalizador 
un rnicroorganisrno, tejido o bien una enzirna aislada para la conversi6n de un sustrato en un 
producto. 
El estado fisico de estos biocatalizadores, asi corno la eleccion acerca de utilizar enzirnas 
aisladas, rnicroorganisrnos o tejidos depende del tipo de reaccidn a realizar, de la necesidad o no 
de co-factores y de la escala en que se va a desarrollar la biocatalisis. La presente tesis se centrara 
exclusivarnente en la utilizacibn de enzirnas aisladas y en un caso particular, en el uso de tejidos 
vegetales, corno biocatalizadores. 
1.3.1.2- Enzirnas utilizadas en ~rocesos bioca- 
La gran rnayoria de las enzirnas ernpleadas en las biotransforrnaciones se utilizan en forrna 
cruda y son accesibles a bajo costo, dado que 10s crudos suelen set rnds estables y mas 
econ6rnicos que las enzirnas purificadas. En 10s lSltirnos aRos, el desarrollo de las tecnicas de 
sobreexpresi6n y purificacidn de proteinas ha provocado un aurnento en la utilizaci6n de enzirnas 
purificadas en dichas estrategias. 
Las enzirnas se obtienen rnayoritariamente de 'fuentes rnicrobianas3'. Asi, un gran nlirnero 
de biocatalizadores se consiguen de bacterias u hongos por procesos de ferrnentaci6n. Otra fuente 
muy irnportante de enzirnas son ciertos 6rganos' de rnarniferos, corno higado o riii6n. S61o un 
pequeiio porcentaje de enzirnas se obtienen a partir de vegetales. 
En la actualidad, se conocen rnb  de 4000 enzirnas, per0 esta cantidad representa un 
porcentaje rnuy pequeRo de las que existen en la naturaleza. Alrededor de un 10 % de esta 
cantidad han sido investigadas y son accesibles comercialrnente, lo que da una idea del grado de 
desarrollo que alin es posible en este carnpo. 
30 White, J.; White, D.; Source Book of enzymes, CRC Press, Boca Raton, 1997 
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Las enzirnas se clasifican de acuerdo al tip0 de reaccidn de transferencia, el grupo dador y 
el grupo aceptor, reconoci6ndose seis grupos principales con sus respectivas subclases, que se 
citan a continuacidn: 
1. Oxidoreductasas: catalizan reacciones de oxido-reduccidn, es decir la transferencia de 
dtornos de hidrdgeno o electrones de un sustrato a otro. 
2. Transferasas: catalizan la transferencia de grupos funcionales (distintos de hidrdgeno) 
de un sustrato a otro. 
3. Hidrolasas: catalizan reacciones de hidrdisis. 
4. Liasas: catalizan reacciones de ruptura (por vlas no hidroliticas) o forrnacidn de enlaces 
de un sustrato. 
5. Isornerasas: catalizan la interconversidn de isdrneros estructurales, de posicidn u 
dpticos, de una a otra forrna. 
6. Ligasas: catalizan la uni6n de dos sustratos con hidrdlisis sirnultanea de un nucledsido 
trisfosfato. 
1.3.1.3- Las ventaias de las reacciones biocatalizadas contra la sintesis auimica cldsica 
El  uso de biocatalizadores para la sintesis de productos, conlleva a una serie de ventajas y 
desventajas, con respecto a la sintesis quirnica clisica. 
Ventaias 
La principal ventaja es la mayor selectividad. Las reacciones enzirn6ticas, por lo general, 
son altarnente regio, est6reo y quirnio selectivas. Esta selectividad facilita la sintesis, 
obtenidndose en general, 10s is6meros deseados, sin el uso de cornplejos y tediosos pasos 
de proteccidn y desproteccidn. Asirnisrno, la obtencidn preferencial de un ljnico isdrnero, 
facilita 10s procesos de purificacidn. 
Las enzirnas son rnedioarnbientalmente "amigables". En prirnera rnedida las enzirnas 
trabajan en condiciones suaves de pH, ternperatura y presidn. Generalrnente son activas a 
ternperatura arnbiente, presidn atrnosfdrica y pH neutro o cercano a la neutralidad. Estas 




Las enzirnas requieren pardmetros operacionales rnuy estrechos. En general no toleran 
pHs, temperaturas o presiones extrernas, 10s cuales son necesarios, en algunos casos, 
corno por ejernplo para la solubilizacibn de sustratos. 
Las enzirnas presentan su mayor actividad en rnedios acuosos. Se dificulta asi, la sintesis 
de productos orgdnicos poco solubles en dichos rnedios. 
Las enzirnas pueden sufrir procesos de inhibicibn. Dicha inhibicidn puede ser debida al 
sustrato o al producto formado. En el caso de inhibici6n por sustrato, se debe mantener 
la concentracidn del rnisrno baja, lo cual dificulta en gran medida el escalado de 
reacciones. En el caso de inhibicibn por producto, se debe retirar el producto a rnedida 
que se forrna, lo cual encarece el escalado de la reacciones. 
Las enzirnas pueden requerir cofactores, necesarios de regenerar. Algunos cofactores, 
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conlleva a un aurnento de la conversibn y facilita, a su vez, 10s procesos de recuperacibn 
* 
@ de productos. Asirnisrno, las condiciones de trabajo irnplican un bajo consurno energktico, 
m y por lo general son sintesis de bajo costo y con ernision de gases poco contaminantes. En 
ljltirno lugar, son catalizadores biodegradables. 
Las enzirnas son catalizadores muy eficientes. En general, se logran rnayores velocidades a 
• concentraciones rnds bajas de catalizador con respecto a la catalisis inorg4nica. Si 
i considerarnos las condiciones de su uso (T, presibn) su eficacia es a~in mayor. 











Si bien la biocatdlisis es un drea de gran utilidad para la sintesis quirnica, las desventajas antes 
rnencionadas ponen de rnanifiesto que no suplantari la sintesis quirnica tradicional, sino rn6s bien, 
se transforrnard en una herrarnienta rnis, dentro del arsenal sintetico de la quirnica orgdnica. 
a 
a 
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1.3.2- Estrategia ~ r o ~ u e s t a  p ra la sintesis auimiosnzimltica de nucle6sidos naturales 
y/o nuclebidos modificados. 
En el particular caso de sintesis de nucle6sidos, debido a 10s inconvenientes descriptos 
para su sintesis quimica clbsica (manipulacibn de mtiltiples grupos funcionales, baja regio y 
estereoespecificidad, rendimientos poco satisfactorios y procesos complejos de purificacion de 
idmeros) se han desarrollado estrategias biotecnolbgicas o quimio-enzimaticas, aprovechando la 
elevada regio, quimio y estCreoselectividad de las enzimas, junto con las ventajas adicionales 
antes descriptas. 
Una enzima muy estudiada en la sintesis de nucle6sidos es la nucle6sido fosforilasa (NP, 
E.C. 2.4.2.), que cataliza la fosfor6lisis reversible de ribo y desoxirribonucle6sidos, obteniendose a- 
D-ribosa- o a-D-desoxiribosa 1-fosfato y la base como productos3l. En algunos casos, la adicion de 
otra base resulta en la forrnacidn de un nuevo nucle&ido, esta es la denominada reaccion de 
transglicosidacion. El resultado final de las transglicosidaciones catalizadas con NPs es la 
transferencia del residuo ribosidico o desoxirribosidico de un nucle6sido a diversas bases naturales 
o analogas, a travbs del intermediario furanosa 1-fosfato (F-1-P)(Figura 1.11). Estas 
bioconversiones son absolutamente regio y est4reosdectivas lo que implica que el azlicar es 
correctamente transferido a 10s dtomos N-1 y N-7 (para purinas y pirimidinas respectivamente) y 
se forrna linicamente el isdmero @. Se han empleado este tip0 de enzimas para la sintesis de 
nucledsidos modificados tanto en la base como en el a z h r  o bien modificada en ambos residuos. 
Ejemplos de este tip0 de metodologias sintkticas se detallarb mbs adelante en este capitulo. 
Se han empleado generalmente dos procedimientos bdsicos para llevar a cab0 las 
glicosidaciones en presencia de NPs: 
a) Aislamiento de la F-1-P formada y su subsiguiente uso como donor glicosldico en la 
reacci6n de acoplamiento a la base aceptora3' 
b) lntercambio de una base por otra, en procedimientos one-pot en presencia de cantidades 
cataliticas de fosfato inorgdnico (Figura 1.11). 
Este liltirno procedimiento se prefiere por su simplicidad operacional, aunque se 
encuentra limitado debido a que en algunas ocasiones, la base liberada a partir del donor 
glicosidico puede unirse mas fuertemente a la enzima que la base aceptora, resultando en una 
31 Lewkowiu, E; Iribarren, A; Cum. Org. Chem., 2006,10,1197 
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inhibicidn cornpetitiva. El problerna de la inhibici6n puede resolverse rnediante el uso de un 
sisterna enzirnatico acoplado. 
Se ha dernostrado que In vivo, la fosforolisis se encuentra altarnente favorecida sobre la 
sintesis, debido al acoplarniento de las NPs con enzirnas de otros caminos rnetabolicos. Sin 
embargo, se ha reportado que en el caso de las purin nucledsido fosforilasas (PNPs), el equilibrio 
terrnodinarnico se encuentra desplazado hacia la sintesis de nucleosidos, rnientras que, para las 
pirirnidin nucleosidos fosforilasas (PyNPs), esta favorecido el paso fosforo~itico~~. Por lo que, 
generalrnente, las reacciones de trasnglicosidaci6n enzirnstica utilizando NPs se realizan rnediante 
el acoplarniento de una pirirnidin nucle6sido fosforilasa con una purin nucledsido fosforilasa, 
utilizando un nucleosido pirirnidinico corno donor glicosidico y una base purinica corno a ~ e ~ t o r ~ ~ .  
(Figura 1.11). 
Estas biotransforrnaciones han sido llevadas a cabo ernpleando las enzirnas purificadas en 
solucidn (o inrnovilizadas) o bien ernpleando dlulas enteras de rnicroorganisrnos que contienen 
altos porcentajes de las enzirnas requerida~~~. Se ha encontrado que las NPs aceptan un arnplio 
rango de andlogos de nucleosidos corno sustratos con tpodificaciones tanto en la base corno en el 
cornponente glicosidico. 
B1: base pirimidinica; E l  : pirimidfn nucle6sido fosforilasa 
82: base purinica; E2: purin nucledsido fosforilasa I 
Figura 1.11. Esquerna de la transglicosidacibn en la sintesis de nucledsidos 
En particular, la sintesis de nucle6sidos rnodificados en el azljcar ha sido llevada a cab0 por 
el uso de donores glicosidicos rnodificados. csta es la principal lirnitacion de la rnetodologia, donde 
adernas de encontrar las enzirnas capaces de aceptar dicho donor glicosidico no natural, se debe 
disponer del nucleosido donor del azljcar, con la rnodificacion deseada. 
'24 Rideout, J.;, Krenitsky, T.; Koszalka, G.; Cohn, N.; Chao, E.; Elion, G.; Latter, V.; Williams, R.; I. Med. Chem., 1982,25, 
1040 
38 ver por ejemplo a)Utagawa et al. Agric. Biol. Chem ,1985,49,2339; b)Utagawa, T.; I. Molec. Cotdlisis 6: Enzymatic, 
1999,6,215,222, c) Citticeli, G. et al., Nucleosides Nudeotides, 1999,18,1135 
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Debido principalmente a la limitacidn de la shtesis de nuclebidos modificados en el azlicar 
se han evaluado nuevas rutas de preparaci6n. Una alternativa es la sintesis de nucle6sidos 
partiendo direaamente del intermediario F-1-P para la reacci6n de acoplamiento; es decir el 
donor glicosidico ya no es un nucle6sido sin0 un azSlcar fosforilado. La desventaja de esta 
aproximaci6n esth dada por la dificultad en la preparacih de la F-1-P y por su pobre estabilidad en 
las condiciones de reacci6n3'. 
Una alternativa para este problema involucra el acoplamiento de las enzimas 
anteriormente citadas (NPs) con otra enzima denominada fosfopentomutasa (PPM, E.C. 5.4.2.7.). 
Esta enzima cataliza la transferencia estereoselectiva de un grupo fosfato entre 10s hidroxilos de 
las posiciones 5 y 1 de la ribosa, desoxirribosa y an0iogos (Figura 1.12). Esta aproximaci6n tiene la 
ventaja de utilizar furanosas 5-fosfato (F-5-P) como materiales de partida. Estos azucares fosfato 
son m b  sencillos de preparar y son m6s estables que 10s correspondientes a-F-1-P. La F-1-P es 
generada in siru a partir de la F-5-PI la cual es sustrato de la NP para la posterior reacci6n de 
acoplamiento con la base. Existen pocos ejemplos sint6ticos que utilizan esta ruta alternativa, 
centrindose 6stos Linicamente en la sintesis de desoxirribonucle6sidos, detallados a continuation. 
El objetivo general de este trabajo de tesis ha sido generar una estrategia vers6til y 
econ6mica para la sintesis tanto de nucle6sidos naturales como de nucle6sidos modificados 
partiendo de 10s azlicares naturales. La aproximaci6n quimioenzimhtica de sintesis de nucle6sidos 
que se decidio explorar en este trabajo de tesis se encuentra resumida en la Figura 1.12 
XeY:  H.OH. 
B: base pirimMniur o putinica. 
BbCat1:-. 
Biocat2:mlde(sida- I 
Figura 1.12 Obtencidn quimio-enzimhtica de nucle6sidos y/o nucle6sidos modificados. 
39 ver por ejemplo a) Otto, J.; Werkman C.; Arch. Bioahem. Biophys., 1957,69,264, b) Doskocil, J.; Holy, A.; Collect C2ech. 
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Esta aproxirnacion puede separarse en dos partes: 
Parte I: Sintesis auirnio-ezirndtica de furanosas 5-fosfato. 
La hip6tesis bdsica de la estrategia enzimitica utilizando las enzirnas PPM y NPs esti 
asociada a la disponibilidad de las correspondientes F-5-P corno rnateriales de partida. La 
obtencidn enzirnitica de estos compuestos irnplica la utilizacidn de agentes donores de grupos 
fosfato caros corno por ejernplo ATP o fosfoenolpiruvato. La preparacion quirnica de estas 
rnoleculas en general presenta dificultades asociadas al esquerna de protecci6ndesprotecci6n de 
10s grupos hidroxilos de la furanosa. 
En este sentido presentaremos el desarrollo de una estrategia general de obtencidn de 
furanosas 5-fosfato utilizando un esquerna de proteccidn quimica y desproteccion selectiva con 
lipasas cornbinado con una fosforilacidn quirnica. 
Las enzirnas utilizadas para el esquerna de protecci6ndesprotecci6n selectiva fueron: 
Lipasa de Candida antdrtica (CAL-B) 
Lipasa de Candida rugosa (CRL) 
Hidrolasas de tejido vegetal (porciones de banana) 
Parte I I :  Sintesis enzirnitica de nucleosidos ~artiendo de furanosas 5-fosfato v una base (natural o 
rnodificadal 
Con las F-5-P en rnano, se exploro la reaccidn de sintesis enzirnitica de nucledsidos 
rnediante el acoplarniento de las NPs con la PPM; para lo cual se utilizaron las siguientes enzimas: 
Nucleosido fosforilasas: 
- Purin nucledsido fosforllasa de origen bacteriano 
- Tirnidin nucle6sido fosforilasa de E. Coli. 
Fosfopentornutasa de E.coli 
1.3.3- Parte I: Sintesis auimio-ezim6tica de furanosas 5-fosfato. 
La obtencion de furanosas con la posicion 5 libre a partir de 10s azlicares correspondientes 
es un paso fundamental en la obtencidn de furanosas 5-fosfato. Asirnisrno, la obtencidn selectiva 
de furanosidos con otras posiciones libres puede ser litil para la sintesis de sintones en la 
preparacion de diversos andlogos de azlicares, que pueden ser utilizados para diversas 
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aplicaciones sinthticas. En particular, una vez modificada la posicidn libre, este analogo puede ser 
fosforilado en la posicidn 5 y posteriormente utilizado como posible sustrato de la PPMINP en la 
sintesis de nucleosidos modificados en el azlicar. La preparaci6n de estas furanosas con un linico 
hidroxilo libre requiere de numerosos pasos si se desean obtener mediante metodos cl6sicos de 
sintesis quimica como consecuencia de la presencia de varios grupos hidroxilos libres de similar 
reactividad". 
Aunque existen varias tCcnicas quimicas disponibles para proteger o liberar grupos 
hidroxilos en carbohidratos4l, 10s mCtodos enzimiticos ofrecen una alternativa economica y 
ambientalmente amigable, presentando una notable regioseledividad". 
La accesibilidad cornercial y versatilidad sintktica de muchas enzimas hidroliticas ha 
estimulado el estudio de reacciones de protecci6ndesprotecci6n de azlicares, especialmente 
reacciones de acilaci6ndesacilaci6n de monosadridos. 
1.3.3.1- Enzimas utilizadas en la reaccidn de acetiladdndesacetilaci6n de azQcares: 
U~asas 
Las lipasas (triacilglicerol hidrolasas E.C. 3.1.1.3.) son enzimas que catalizan la hidrolisis de 
aceites y grasas con la subsiguiente formaci6n de Scidos grasos libres, digliceroles, monogliceroles 
y glicerol. Estos biocatalizadores se distribuyen en animales, plantas y microorganismos como 
enzimas digestivas que facilitan el transporte, la deposici6n y la movilizacidn de las grasas. 
Ademas, juegan un papel fundamental en el metabolismo intracelular de lipidos y en el 
funcionamiento de membranas bio~bgicas~~. 
Las lipasas son utilizadas como firrnacos en des6rdenes digestivos y enfermedades del 
pincreas. Se emplean tambiCn como aditivos de detergentes y corno catalizadores en la industria 
oleoquimica y alimentaria, sin olvidar su funci6n como catalizadores en sintesis orginica. 
Presentan un elevado potencial sintdtico en contraste con otras enzimas, ya que no 
requieren de cofadores y son capaces de aceptar una amplia variedad de sustratos. Asi, las lipasas 
40 Gar& R.; Gupta, S.; Gao, H.; Babu, M.; Debnath, A.; Hansch, C.; them. Rev., 1999,99,3525 
41 Ver por ejemplo Ishido, H.; Sakairi, N.; Sekiya, M.; Nakazakl, N.; Canbohydr. Res., l!M1,97,51 
42 Kadereit, D.; Waldman, H.; Ulern. Rev., 200% 101,3367 
43 Schimid, R.; Verger, R.;Angew. Chern. Int. Ed., 1998,37,1608 
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pueden acomodar esteres alifaticos, aromaticos, biciclicos e incluso esteres de compuestos 
organometalicos, entre ~ t r o s ~ ~ .  
Una gran variedad de estos biocatalizadores son producidos por bacterias u hongos y son 
excretados como enzimas extracelulares, por lo que su produccion a gran escala es un proceso 
relativamente sencillo, lo que 10s convierte en biocatalizadores economicos. 
La mayoria de las lipasas existen en 10s organisrnos en forma de dos isoenzimas (A y B), 
que generalmente presentan variaciones en la enantioselectivididad de las reacciones que 
catalizan. Las preparaciones de las lipasas crudas contienen las dos isoenzimas, salvo en el caso de 
la lipasa de Candida antartica, donde se han conseguido separar a traves de procesos de ingenieria 
genetics. Solo unas pocas lipasas han conseguido aislarse de rnamiferos. 
Una caracteristica fundamental de las lipasas, que las diferencia de otras hidrolasas y las 
convierte en las enzimas con mayor potencial sintetico, es la interaccion que presenta con 10s 
sustratos. La catalisis en medio acuoso con lipasas presenta muy baja actividad con sustratos 
hidrosolubles, .per0 cuando la concentracion del sustrato es tan alta que sobrepasa el lirnite de 
solubilidad formando una segunda fase lipofilica, se produce un gran increment0 en la actividad de 
la misma. Esta propiedad se conoce como activacion interfacial4=. Esto es debido a que estas 
enzimas contienen una "tapa" que consiste en un loop superficial de la proteina que cubre el sitio 
activo y se aleja del mismo al estar en contact0 con la in te r fa~e~~.  El hecho de que las lipasas 
durante la catalisis esten expuestas a una fase lipidica demuestra que son capaces de trabajar en 
entornos hidrofobicos manteniendo su actividad. Por ello, es posible reemplazar el nucle6filo 
natural de las lipasas (agua) por una gran variedad de nucleofilos orghnicos como alcoholes, 
aminas, tioles, etc. 
Las lipasas son capaces de catalizar la esterificacion selectiva entre dcidos y alcoholes. 
Tambien intervienen en reacciones de transesterificacion, procesos en 10s que se produce un 
intercambio de radicales acilo entre un ester y un kido, un ester y otro ester o un ester y un 
alcohol (alcoholisis), entre otras. 
lndependientemente de las diferencias de tamaio, secuencia de peptidos, sustratos, 
activadores, inhibidores y otras propiedades, las lipasas que han conseguido ser elucidadas hasta 
la fecha adoptan la misma estructura, conocida como el pliegue de a/p hidrolasa, que consta de 
una serie de hebras paralelas rodeadas por helices a. Una secuencia de aminodcidos aparece en 
44 Gandhi, N.; J.  Amer. Oil Chem. Soc., 1997,74,621-634 
45 Verger, R; Trends. Biotechnol. 1997,15,32-38 
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todas las lipasas, el pentapeptido Gli-X-Ser-Y-Gli (donde X e Y son residuos variables). La 
conservacion de esta serina y la perdida de actividad que se produce cuando se modifica o 
reemplaza, indica que este aminodcido es crucial para la catdlisis. Ademds de la serina catalitica, el 
centro activo de las lipasas consta de Histidina (His) y de otro aminodcido que puede ser dcido 
aspartico (Asp) o glutdmico (Glu). Estos tres residuos forman la triada catalitica4' que se encuentra 
en una cavidad conocida como hueco hidrof6bico de la enzima. 
U~asa de Condida antdrtica 
Es una de las lipasas mds versdtiles empleadas en el campo de las biotransformaciones. 
Existen dos isoenzimas de esta lipasa, la forma A y la B. La especificidad de sustrato entre estas 
isoenzimas presenta grandes diferencias, la correspondiente CAL-B es muy activa frente a una gran 
variedad de sustratos no naturales mientras que la CAL-A tiene una menor versatilidad. Asimismo 
la isoenzima B es menos termotolerante que la correspondiente forma A ~ ~ .  
La enzima CAL-B no presenta activaci6n interfacial y es muy poco activa frente a 
trigliceridos de cadena larga. h a  se presenta en diierentes preparados comerciales que difieren 
en el soporte sobre el que se incorpora la enzima. El preparado comercial empleado en esta tesis 
es el comercializado por Novo Nordisk como "novozym 435" donde la enzima estd soportada en 
una resina de nombre comercial "Lewatit E". Una de las ventajas de este preparado es que es rnds 
estable termicamente que la enzima nativa" 
Li~asa de Candida ruaosa 
Se ha elucidado la estructura de la lipasa de Candida rugosa, mostrando que posee un 
hueco hidrofobico y presenta activacidn interfacial. A su vet, se ha determinado la presencia de 
tres isoformas mayoritarias en el preparado comercializado por Sigma (utilizado en esta tesis) 
denominadas LipA y LipB, LipC, probablemente difieren en el grado de glicosida~ion~~. 
" laeger, K.; Dijkstra, B.; Reetz, M., Annu. Rev. Microbid. l999.53,315 
47 Brady, L.; Brzozowski, A.; Derewenda, E.; Dodson, D.; Tdley, S.; lurkenburg, J.; Christiansen, L; Huge-Jensen, 0.; 
Norskov, L; Thim, L.; Menge, U.; Nature, 1990,343,767 
48 Kira, 0.; Chistensen, M.; Org. Proc. Res. And Devel., 2002, 6,446 
49 Arroyo, M.; Sdnchez-Montero 1.; Sinisterra.; I. Enzytn. M i d .  Tedrnd., l999,24,3 
50 Lopez, N.; Pernas, M.; Pastrana, L; Sanchez, A.; Valero, F.; RPa, M.; Biotechnol. frog., 2004,20,65 
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Existen pocos estudios en 10s cuales se haya determinado distinta reactividad entre las 
distintas isoformas de la lipasa comercial de CRL de Sigma. En un estudio publicado por Shaw y 
chang5l se observ6 la existencia de diferentes actividades enzimaticas de las isoformas separadas, 
con respecto a la variaci6n de la longitud de la cadena del grupo acilo del Cster hidrolizado. Se 
observd que triacilglicCridos cortos, medios y largos eran preferidos como sustratos para la LipB, 
LipC, LipA, respectivamente. Las tres isoformas tienen una actividad 6ptima a 3540°C y pH 7-8. 
Aunque estas isoformas presenten diferencias tanto en la reactividad como en la selectividad, en 
las reacciones biocatalizadas de esta propuesta se utiliz6 el preparado comercial que contiene la 
mezcla de las mismas. 
1.3.3.2- Antecedentes del uso de hidrolasas en las reacciones de acetilaci6n- 
desacetilacidn de azOcares 
La accesibilidad y la versatilidad de las enzimas hidroliticas ha estimulado el estudio de 
reacciones de acetilacion-desacetilaci6n de azlicares, especialmente en anillos piran6~icos~~ 
utilizando lipasas como biocatalizadores. Como un ejemplo, la desacetilaci6n enzimatica de la a- 
glucopiranosa peracetilada utilizando como biocatalizador la enzima lipasa de Candida rugosa 
(CRL) a pH acidos, proporcion6 el producto monodesacetilado en la posici6n 6, 
regioselectivamente y con alto rendimiento, mientras que el is6mero p dio el producto 
desacetilado en la posicidn 1 con bajo rendimiento. Por otro lado, la hidr6lisis de las metil 
glucopiranosas acetiladas di6 para ambos an6meros ensayados el producto desacetilado en la 
posicion 6 en menores tiempos de reacci6nS3. 
Los monosacaridos furanbsicos no han sido tan estudiados como sus contrapartes 
piranosicas. En este sentido, Wong y colab~radores~~ desarrollaron reacciones de acetilacibn- 
desacetilacion regioselectiva utilizando la CRL comercial como biocatalizador. Estos ensayos 
mostraron una absoluta regioselectividad hacia la 5desacetilacion para el caso de metil 2,3,5-tri- 
O-acetil-a$-D-ribofuran6sidos y metil 2,3,5-tri-0-acetil-a-D-arabinofuran6sidos. Mas 
51 Shaw, J;. Chang, C.; Biotechnology Letters, 1989,11,779 
" ~ e r  por ejemplo:a) Hennen, 1.; Sweers, H.; Wan& Y.; Wong C.; I. Org. them., 1988,53,4939, c) Horrobin, T.; Hao, C.; 
Crout, D.; J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1998,1,1069 
s3 Terreni, M.; Salvetti, M.; Linati, L; Ferniindez-Lafuente, R.; Ferniindez-Lorente, G.; Bastida, A; Guisan, J.; C a M y d r .  
Res. 2002,337,1615 
Hennen, J.; Sweers, H.; Wan& Y.; Wong, C.; I.  Org. Chem.,l988,53,4939 
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recientemente se aplicaron las mismas condiciones al 1,2,3,5-tetra-0-aceti1-~-~-ribofuranosido~~, 
obteniendose el correspondiente product0 desacetilado en la posici6n primaria, o sea en el C-5, 
con un 80 % de rendimiento. Por otra parte, Kim y colaboradores5' reportaron en una publicacidn 
reciente, que el grupo acetilo en la posicidn 2 del metil 2,3,5,tri-Gacetil-a-D-arabinofuran6sido 
era regioselectivamente hidrolizado con elevados rendimientos utilizando la esterasa comercial de 
higado de cerdo y la de Rhizopus oryzae. 
A su vet, nuestro grupo ha reportado* que la desacetilacion enzimatica del metil2,3,5-tri- 
0-acetil-a-D-ribofuran6sido utilizando CAL-B, fue totalmente regioselectiva, obteniendose el metil 
2,3-tri-0-acetil-a-D-ribofurandsido con elevados rendimientos. La desacetilaci6n del 
correspondiente andmero p no fue regioselectiva, obteniendose diversos productos de 
desacetilaci6n. Por liltirno, en otra publicacibn del grupo59 se report6 la preparacidn 
diastereoselectiva del metil 3-0-acetil-2desoxi-a-D-ribofuran6sid0, 1,3-di-0-acetil-a-D- 
ribofuranbido y 1,2,3-tri-0-acetil-a-D-arabinofuranhido a partir de mezclas anomericas de 10s 
correspondientes compuestos 5-acetilados, a travbs de reacciones de alcoh6lisis enzimatica 
catalizada por CAL-B. 
Relacionado al uso de hidrolasas de origen vegetal, si bien no existen antecedentes 
utilizando sustratos derivados de carbohidratos, se ha reportado la hidr6lisis de l-acetoxi-2- 
metilciclohexeno utilizando rakes de zanahoria corno biocatalizadorS0. Dado que se conoce que 
ciertas frutas presentan actividad hidrolitica6', se decidid explorar en esta propuesta de tesis 
doctoral, el uso de tejidos vegetales, en particular porciones de banana, corno biocatalizadores en 
la hidrolisis de alquil tri-0-acetilribo-, arabino- y xilofuranbidos. A nuestro leal entender, no 
existen reportes de hidrolisis regioselectivas utilizando tejido vegetal. 
" Chien, T.; Chern, J.; Carbohydr. Res., 2004,339,1215 
57 Jun, 5.; Moon, M.; Lee, S.; Cheong, C.; Kim, K.; Tetrahedron Lett., 2005,46 
58 Iiiigo, 5.; Taverna Porro, M.; Monserrat, J.; Iglesias, L.; Iribarren, A, I.  mol. Cut. 8,2005,35,70 
59 Gudiiio, E.; lribarren, A.; Iglesias, L; Tetrohedron: Assym., 2009,20,80 
Bruni, R.; Fantin, G.; Medici, A; Pedrini, P.; Saccheti, G.; Tetruhedrm Lett., 2002,43,3377 
61 Bailey, M.; I.  Am. Ulem. Soc., 1912,36,1706 
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1.3.4- Parte II: Sintesis enzirndtica de nucle6sidos rnodificados 
1.3.4.1- Generalidades 
La biosintesis de nucledsidos y/o nucledtidos, compuestos vitales'para todos 10s procesos 
bioquimicos, puede proceder a travCs de dos caminos: 1) sintesis de novo, en la cual participan 
una variedad de aminodcidos y otros precursores, y 2) ruta de salvataje, en la que nucledsidos y 
bases preexistentes son utilizados como precursores en la produccidn de nuevos nucledsidos y/o 
nucledtidos. En esta ultima, 10s productos secundarios aalian como fuentes de carbono, nitrdgeno 
y energia, via la conversidn de 10s intermediarios ribo o desoxirribosidicos, 10s cuales pueden 
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Figura 1.13. Bioslntesis de nucle6sidos por la ruta de salvataje. 
La ruptura del enlace glicosidico en la ruta de salvataje es catalizado por las enzimas 
denominadas nucledsido fosforilasas (NPs) mediante un mecanismo fosforolitico. Las enzimas NPs 
son indispensables en el metabolisrno de nuclebidos y/o nucledtidos, ya que controlan 10s niveles 
celulares de 10s mismos y de las bases libres catalizando su interconversidn. Estas enzirnas actuan 
rnediante la fosfordlisis de nuclebidos purfnicos y pirimidinicos, proceso en el cual la unidn 
glicosidica C-N es escindida, generandose la base libre y F-1-P. El descubrimiento de las enzimas 
responsables de esta ruptura ha sido atribuido a Levene y ~edigreceanu". Posteriormente, en 
" Lwene, P.; Medigresceanu, F.; I. Biol. Chem., 1911,9,65 
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1924, se publicaron las propiedades generales y 10s mdtodos de purificacidn de las NPs, 
demostr6ndose que la ruptura enzimdtica del enlace glicosidco podia ser realizada por dos tipos 
de enzimas, una especifica para purinas (PNP) y otra para pirimidinas ( P ~ N P ) ~ ~ .  En 1945, ~ a l c k a r ~ ~  
demostrd que uno de 10s productos de la fosfor6llsis era la R-1-P. De esta forma, se planted un 
mecanismo en el cual el fosfato inorgenic0 atacaba a la posici6n l'del azlicar por la cara opuesta a 
la base, obtenidndose el idmero a-R-1-P. 
Posteriores estudios sobre la PyNP sugirieron la presencia de dos PyNP: una especifica 
para timidina (timidin fosforilasa, TP), no activa sobre la uridina, y otra para uridina6'(uridin 
fosforilasa, UP), no activa para la timidina. 
A pesar de la baja homologia en la secuencia entre las NPs de distintos origenes, estudios 
estructurales demuestran que estas enzimas podrian dividine en dos grandes familias seglin el 
plegamiento que presentan: 
NP-1: Presentan una estructura cuaternaria trimdrica o hexamerica y aceptan 
como sustratos nucledsidos purinicos y algunos pirimidinicos. A esta familia 
pertenecen las enzimas PNP y UP. 
NP-2: Presentan una estructura cuaternaria dimdrica y aceptan timidina y uridina. 
A esta familia pertenecen las enzimas TP. 
Se han descubierto otras enzlmas que rompen el enlace glicosidico, como por ejemplo las 
nucledsido hidrolasas (E.C. 3.2.2.), las nucldsido degoxirribosil transferasas (E.C. 2.4.2.) y las 
fosforribosil transferasas (E.C. 2.2.4.). En la pr6xima seccidn sdlo se describirdn las NPs ya que son 
las que han sido utilizadas en esta tesis. 
Se han identificado PNPs con distintas especificidades y en algunas instancias han sido 
purificadas de un amplio rango de organismos. Se pueden clasificar en dos grandes ~ategorias~~, 
seglin presentan diferencias en su estructura cuaternaria, su peso molecular y las especificidades 
con respecto a 10s sustratos, entre otras propiedades. 
63 Levene, P.; Weber, I.; I. Biol. Chem., 1924,60,707 
64 Kalckar, H.; I. Bid. Chem., 1945,158,723 
Ver por ejemplo a) Friedkin, .; Roberts, D.; I. Blol. Chem., 1954,207,245 , b) Paege, L; Schlenk, F.; Arch. Biochem. 
Biophys., 1952,40,42 
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PNP de bajo peso molecular: 
- Son homotrimeros (Mr80-100 kDa). 
- Especificos para la catalisis de 6-0x0 purinas y sus nucleosidos; y algunos 
analogos. Precisan para la actividad purinas sustituidas con un grupo 6- 
ceto o algirn grupo con propiedades electronicas similares (ej. S), un 
proton en el N-1 y solo toleran sustituyentes donores de protones en el C- 
2. 
- Han sido aisladas de mamiferos y de algunos microorganismos tales como 
Bacillus stearotermophilus y Cellulomonas. 
PNP de alto peso molecular 
- Son homohex6meros (Mr110-160 kDa). 
- Poseen una menor especificidad que las de bajo peso molecular aceptando 
como sustratos tanto a 6-oxopurinas como a 6-aminopurinas y sus 
nucle6sidos. 
- Son las encontradas generalmente en microorganismos. 
Con respecto a la especificidad de las PNP de ambas clases, se puede resumir que las de 
bajo peso molecular exhiben una especificidad m6s estricta para la base y una menor especificidad 
para el azircar que las correspondientes de alto peso molecular. 
En esta tesis se ha trabajado con la enzima PNP comercializada por Sigma, cuyo origen es 
descripto como "bacteriano" sin aclarar la cepa correspondiente (Sigma se niega a divulgar el 
origen de la misma). tsta ha sido asumida en muchos trabajos como de E. coli. (PNP de alto peso 
molecular). Sin embargo, Bzowska et aLW han sugerido otro origen basandose en las 
especificidades por 10s sustratos y su peso molecular, indicando que se trataria posiblemente de la 
PNP de Cellulomonas (PNP de bajo peso molecular). 
La enzima PNP de Cellulomonas ha sido cristalizada y su estructura dilucidada por 
cristalografia de rayos X, revelando que al menos en su forma de cristal, esta enzima se presenta 
como un homotrimero y es un miembro de la clase de PNP de bajo peso molecular6'. ~simismo, se 
ha demostrado que la reaccion de fosfor6lisis de adenosina no es detectable, mientras que la 
66 Bzowska, A.; Kulikowska, E.; Shugar, D.; Phormocd. Ther., 2000,88,349 
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La sustitucion del oxigeno de la base en la posici6n 2 del uracilo y tirnina por azufre ha 
dernostrado tener poco efecto en la actividad, rnientras que la sustitucion de arnbos oxigenos 
(posiciones 2 y 4) por azufre aboli6 cornpletarnente la actividad. De forma similar, la sustitucidn de 
la posicion 2 por un grupo amino proporciono sustratos inactivos para la enzirna. Las 
rnodificaciones en la posici6n 6, corno en el caso del6-rnetiluracilo, 5,6-dimetiluracilo, 6-azauracilo 
y 6-azatirnina, tarnbien produjeron inactividad enzirnatica. 
Con respecto a las sustituciones en el esqueleto desoxirribosidico, se ha rnostrado que la 
ribo-, la arabino-, y la xilofuranosiltirnina no eran sustratos. Adernas fueron inactivos varios 
desoxinucle6sidos sustituidos en la position 5'. Esto sugiri6 que la sustitucion sobre 10s carbonos 
en las posiciones 2',3' y 5' estaba involucrada en la union de 10s sustratos al sitio activo de la 
enzirna. 
1.3.4.2.1- Antecedentes del uso de NR en la sintesis de nucle6sidos. 
A continuacion se describirdn algunos ejernplos representativos de sintesis biocatalizadas 
de diversos nucleosidos tanto naturales corno rnodificados utilizando NPs corno biocatalizadores. 
R= derqxinmou o ribosr 
Figura 1.14. Sintesis enzimdtica de nucldsidos modificados en la base 
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Mikhailopulo et utilizaron celulas de E. coli como biocatalizador de las reacciones de 
transglicosidacion, utilizando como donores glicosidicos guanosina o 2'-desoxiguanosina y como 
bases aceptoras I-, 3-desaza y 1,3didesazapurinas, para la sintesis de diversos desazapurin 
nucle6sidos(Figura 1.14). Por otro lado, Kalininchenko et ale7' utilizaron una suspension del mismo 
biocatalizador, generada por el agregado de glutaraldehido, para la sintesis del anti-herpetico 
brivudina ((a-5-(2-bromovinil)-2'-desoxiuridina) utilizando 2'-desoxiguanosina o timidina como 
donor glicosidico y (a-5-(2-brornovinil) uracilo corno aceptor. (Figura 1.14). En un ejemplo de 
obtencion de ribavirina, 424 cepas baderianas fueron examinadas, siendo el Bacillus megaterium 
AJ 3284 el identificado como el mejor candidato para la transferencia del resto ribosa de la 
adenosina al resto 1,2,4-triazol-3-carboxamidarr(~igura 1.14). 
ddu 
ddl 
Figura 1.15. Slntesis enzimdtica de nucle6sidos modificados en el azbcar. 
n Zaitseva, G.; Kvasyuk, E.; Vaaks, E.; Barai, V.; , Bokut, S.; Zinchenko, A; Mikhailopulo, I.; Nucleosides Nucleotides, 1994, 
13.819 
74 Kalinichenko, E.; Barai. V.; Bokut, 5.; Romanova, V.; Zinchenko, A.; Hermann, G.; Mikhailopulo, I.; Biotechnol. Lett., 
1989,11,621 
Capitulo 1. Introducci6n y objetivos 
La sintesis de nucledsidos rnodificados en el azlicar ha sido llevada a cab0 por el uso de 
donores glicosidcos rnodificado~'~. De esta forrna, Utagawa et al.= han obtenido arabino-, 2'- 
amino-2'-desoxi- y 2',3'-didesoxinucleosidos con buenos rendirnientos. La estrategia sintktica 
empleada se resume en la Figura 1.15. tsta consiste en la sintesis quirnica de 10s donores 
glicosidicos rnodificados partiendo de uridina (2'-amino-2'desoxiuridina (2AU), uridin-arabin6sido 
(Ara-U) y 2',3'-didesoxiuridina (ddU), Figura 1.15), para luego generar el andlogo nucleosidico por 
rnedio de reacciones de tranglicosidacion enzirndtica. De esta forma, se obtuvieron 10s siguientes 
nucleosidos rnodificados: 2',3'-didesoxiinosina (ddl), 2',3'-didesoxiadenosina (ddA), adenin- 
arabinosido (Ara-A), 6-rnercaptoinosin arabin6sido (Ara-TI), 2'-amino-2'-desoxiadenosina (2AA), 
2'-amino-2'-desoxiinosina (2AI) (Figura 1.15). Otra estrategia utilizada en la sintesis de nucleQidos 
tanto naturales corno rnodificados, especialrnente en el resto glicosidico, consiste en la sintesis 
quirnica de a-2-desoxirribosidos 1-fosfato y su conversidn enzirndtica a desoxinucle6sidos. La 
sintesis estereoselectiva del azlicar fosfato fue llevada cab0 por la aplicacion de una 
transforrnaci6n asirnetrica inducida por cristalizaci6n (Figura 1.16). Araki et a~. '~ han obtenido, 
utilizando esta metodologia, 10s desoxinucledsidos naturales 2'-desoxiadenosina, 2'- 
desoxiguanosina, 2'-desoxiinosina y tirnidina y el antiviral, 2',3'-didesoxi-3'-fluoroguanosina 
(Figura 1.16). 
R- 4-PhBL R= 4-PhBz 
Figura 1.16. Estrategia quimio-enzimatica empleada en la slntesis del antiviral 2',3'-didesoxi-3'- 
fluoroguanosina 
Por liltirno las NPs han sido utilizadas en la sintesis de nucle6sidos rnodificados tanto en la 
base corno en el azlicar rnediante la utilizaci6n de un azlicar rnodificado corno donor glicosidico y 
bases rnodificadas corno aceptores. Asi, Chae et al." sintetizaron 2',5'-didesoxi-6-tioguanosina y 
75 Shirae, H.; Yokozeki, K.; and Kubota, K.; Agric. Biol. Chem., 1991,55,605 
76 Ver por ejemplo a) Morisawa, H.; Utagawa, T.; Miyoshi, T.; Yoshinaga, F.; Yamazaki, A.; Mitsugi, K. Tetrahedron Lett, 
1980, 21,479 , b)Utagawa, T.; Morisawa, H.; Yoshinaga, F.; Yamazaki, A; Mitsugi, K.; Hirose, Y.; Agrlc. Biol. Chem., 1985, 
49,1053 
77 Utagawa, T.; Journal of molecular catalysis B: Enzymatic, 1999,6,215 
78 Komatsu, H.; Awano, H.; Ishibashi, H.; Oikawa, T.; Ikeda, I.; Araki, T.; Nudeic Acids Sym.p Ser., 2003,3,101 
79 Burns, C.; Koszalka, G.; Krenitsky, T.; Chem. Abstr., 1994,120,29465 
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5'desoxi-6-tioguanosina utilizando 2',5'-didesoxitimidina y 5'-desoxiadenosina como donores 
glicosidicos y 6-tioguanina como base aceptora, entre otros nucle6sidos doblemente modificados. 
Por otra parte, nuestro grupo ha utilizado dlulas enteras para la sintesis enzimitica de 
diversos nucledsidos modificados. De esta manera se han obtenido con altos rendimientos 
diversos 2,6-diaminopurin ribonuclebsidos, -2'desoxiribonucle6sidos, -2',3'- 
didesoxiribonucle6sidos y -arabinonucle6sidos partiendo de uridina, timidina, 2',3'- 
didesoxiuridina o 1-$-arabinofuranosil uracilo respectivamente, y la base 2,6diaminopurina, 
utilizando diversos microorganismos comb fuentes de NPS~ .  Asimismo, se ha preparado el 
nucle6sido 9-$-D-arabinofuranosil guanina mediante el uso combinado de dos dlulas enteras 
como biocatalizadorsl. En este caso, se llwo a cab0 la sintesis del 2,6-diaminopurin 
arabinonucle6sido mediante las citadas reacciones de transgli~osidaci6n~ para luego llevar a cab0 
una desaminaci6n enzimitica utilizando Arthrobacter oxydans como biocatalizador. Por liltirno se 
han obtenido benzimidazol ribo- y 2'-desoxinucle65idos partiendo de 10s nucle6sidos pirimidinicos, 
uridina y timidina y benzimidazolm, entro otros ejemplos de sintesis de nucle6sidos llevados a 
cab0 por nuestro grupo. 
La PPM cataliza la transferencia estereoselectiva de un grupo fosfato entre 10s hidroxilos 
de las posiciones 5 y 1 de la ribosa y la desoxirribosa y an6logos, tanto en microorganismos como 
en cdlulas de marniferos. En 1951 Klenow y ~brams* reportaron la conversi6n de R-1-P a R-5-P 
por una enzima de higado de rata. Al rnismo tiempo Manson y LampenS4 demostraron una 
reaccion aniloga que involucraba desoxirribofosfatos en timo de ternera. La actividad 
fosfopentomutasa en E. coli fue demostrada en 1952", per0 fue ~amrner-~espersen~~ quien
purific6 y evalu6 las diversas propiedades de &a PPM. En ese trabajo se determino que la 
relacidn de la actividad de la enzima cuando se utilizaba R-1-P o desoxirribosa 1-fosfato (dR-1-P) 
como sustratos era aproximadamente de 1:2, no siendo la glucosa-1-fosfato sustrato. Ademis, se 
Medici, R.; Lewkowicz, E.; Iribarren, A.; Journal of Molewkrr C o t a l ~ s  B: Enzymatic, 2006,39,40 
Medici, R.; Lewkowicz, E.; Iribarren, A; Bioorganic And Medkinal Chemistry Letters, 2009,19,4210 
" Bentacor, L; TrelleS, J.; Nobile, M.; Lewkowia, E.; tribarren, A.; Journal ofMolewIar Catalysis B: Enzymatic, 2004,29, 
3 
63 Abrarns, A; Klenow, H.; Arch. Biochem. Biophys., 1951,34,28 
84 Manson, L; Larnpen, J.: J. Biol. Chem., 1951, 191,95 
85 Hofhann,C; Larnpen, J.; I. Biol. Chem., 1952,198, 885 
86 Hammer-jespersen, K.; Petersen, A.; Eur. J. Biochem., 1970,17,397 
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dernostro que la PPM presenta un requerirniento absoluto de rnetales divalentes para su 
actividad. El CO'~ y el ~ n ' ~  tuvieron el rnisrno efecto corno activadores siendo la actividad siete 
veces rnenor en presencia de ~ i ~ ' .  Otros rnetales divalentes exhibieron un efecto inhibitorio 
presentando entre un 95-98% de inhibicion en presencia de CU'~, ~ d ' ~  y ~ n ' ~  y entre un 50-70 % en 
presencia de ~ a ' ~  y El  sulfato y fosfato resultaron, asirnisrno, ser inhibidores observdndose 
un 85 % y un 95 % de inhibicion respectivarnente, con concentraciones 50 rnM de estas sales. 
Otros tipos de cofactores evaluados fueron 10s glicosidos difosfato. En este sentido, se 
cornpararon 10s efectos activadores de la ribosa-1,s-difosfato, la desoxirribosa-1,s-difosfato y la 
glucosa-1,6-difosfato. Los dos prirneros estirnularon la actividad diez veces rnientas que el Liltirno 
lo hizo solo tres veces. Finalrnente estos autores estudiaron la curva de actividad en funci6n del pH 
encontrando el pH optirno alrededor de ocho. 
Estudios posteriores dernostraron que la PPM era una rnetaloproteina rnonornerica de 407 
arninodcidos (Mr " 45 kDa), con dos cationes rnetdlicos divalentes por unidad. 
Desafortunadarnente, la estructura de la PPM de E. coli no ha sido resuelta, por lo que no 
se cuenta con un rnodelo estructural de la rnisrna. Si fue realizado un andlisis de la conservaci6n 
arninoacidica en las secuencias de diversas farnilias de enzirnas8'. En ese trabajo se encontro que 
las secuencias de las enzirnas pertenecientes a la farnilia de las PPMs rnuestran similitudes 
significativas con secuencias de fosfatasas alcalinas y con otras farnilias de enzirnas, tales corno las 
sulfatasas, y diversas transferasas e hidrolasas, que actcan sobre sustratos sirnilares 
(carbohidratos fosforilados). Estas similitudes incluyen una elevada conservaci6n de 10s residuos 
del sitio de union a metal de sus centros activos, y rnecanisrnos cataliticos sirnilares. Estos 
hallazgos sugirieron a 10s autores que estas farnilias de proteinas pertenecian a una superfarnilia 
de enzirnas, denorninada superfarnilia de la fosfatasa alcalina. 
1.3.4.3.1-Antecedentes del uso de la PPM en la sfntesis de nuclebidos. 
La PPM fue originalrnente sobreexpresada por Valentin-Hansen et a1." per0 fue wongag el 
prirnero en cornparar las actividades relativas de conversion de D-pentosas 5-fosfatos a a- 
pentosas 1-fosfato usando un ensayo enzirndtico acoplando la PPM sobreexpresada con NPs. En 
ese trabajo, se establecio que la PPM de E.coli aceptaba corno sustratos desoxirribosa 5-fosfato 
87 Galperin, M.; Bairoch, A.; Koonin, E.; Protein Science, 1998,7,1829 
am Valentin-Hansen, P.; Hammer, K.; L0 Larsen. 1.; Svendsen, I.; Nudeic acids Res., 1984,12,5211 
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(dR-5-P), R-5-P y arabinosa 5-fosfato (A-5-P) per0 no 2,3didesoxirribosa 5-fosfato. 
Lamentablemente, 10s autores no informaron 10s rendimientos en las reacciones de sintesis de 
nucledsidos ni sus actividades absolutas. Para el caso particular de desoxinucledsidos ha sido 
reportado el uso sintetico de la PPM de E. coli por Ouerkerk et also, quienes llevaron adelante la 
preparacidn de timidina y 2'desoxiuridina marcada con "N y U~ En esa publicacidn se reporta en 
primer lugar, la sintesis por mbtodos qulmicos cldsicos del sustrato de la PPM marcado, la dR-5-P. 
Este sustrato es agregado entonces al sistema enzimdtico acoplado (PPM + TP), obteniendose 10s 
nucledsidos marcados con elevados rendimientos. En este mbmo sentido, el grupo de ~himuzu~' 
desarrolld una sintesis microbiana "one-pot" de 2'desoxirribonucle~sidos mediante el 
acoplamiento de tres enzimas: la enzima Zdesoxirribosa 5-fosfato aldolasa (DERA), que produce 
reversiblemente desoxirribosa 5-fosfato 6 partir de acetaladehido y gliceraldehido 3-fosfato, la 
PPM de E. coliy la enzima PNP. La estrategia empleada se muestra en la figura 1.17. 
i Ho/I\O+H OH + H& AH - DERA 
OH '-TOC)-OH OH 
Figura 1.17. Preparaci6n enzimdtica de desoxinucle6sidos 
Se han sobreexpresado PPMs de otras fuentes microbianas, como por ejemplo la PPM de 
Bacillus steorotherrnophil~?~ . Esta enzima se utilizd para la sintesis de adenosina y andlogos 
acoplada con la PNP, utilizando como sustratos R-5-P; dR-5-PI A-5-P y 2,3-didesoxirribosa 5- 
fosfato. Los cuatro aziicares fosfato fueron activos, observdndose actividades relativas 
porcentuales de 100, 156, 9 y 12 respectivamente. Otra PPM aislada fue la del microorganismo 
Barbas I l l ,  C.; Wong, C.; Bioorg. Chem., 1991,19,261 
90 Ouerkerk, N.; Steenweng, M.; Raap, 1.; J. Org. Chem., 2002,67,1480 
91 Ogawa, J.; Saito, K.; Sakai, T.; Hwinouchi, N.; Kawano, T.; Matsumom, 5.; Sasaki, M.; Mikami, Y.; Shimizu, S.; Biosc. 
Biotechnol. Biochem., 2003,67,933 
92 Hamamoto, T.; Noguchi, T; Midorikawa, Y.; Biosci. Biotechnd. Bioahem., 1998,62,1103 
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hipertermofilico Thermococcus kadkaraensis. Los autores s61o ensayaron la actividad con rib0 y 
desoxirribofosfatos, per0 la enzima demostr6 ser activa a una temperatura de 90 .cg3. 
1.4- lntroduccion a la sobreexpresi6n de proteinas 
La expresidn de proteinas recombinantes, desde el punto de vista biotecnol6gic0, plantea 
como principal objetivo la obtenci6n de un alto contenido de la proteina de interes por unidad de 
biomasaS4. En forma sintetica, el proceso de sobreexpresi6n de proteinas recombinantes consta de 
10s siguientes pasos (Figura 1.18): en primer lugar se debe insertar el gen que codifica para la 
proteina de interes en una construccidn genica adecuada (vector de expresi6n). h a  es 
transfectada en una celula huesped competente. Luego, una vez alcanzada una biomasa 
apreciable se induce la transcription del gen en cuesti6n.  or Ijltimo, se purifica la proteina 
recom binante. 
EkccIbndclvccdw 
Aplicacih u obje&ivos expsrimQntales con la proteina expre~da 
lnforrnacibn conocida do la prdelna. 
F Sdecdh de la tstretegia do donado: solubilidad~localizacih subcelularIfuslt5n a tagJregulacib de la exprelh. 7 
Pmparac/&n dei vecfw Pmpamc16n del inscrto de DNA 
cortecon ERldesfosforilaci6nfpurifladdn plrismido ylo PCWcorte con ERtpurkadch 
Ligad6nltranslormadh em huespedAdentiilcacich. f l  De clones positivodvedficaci6n dd product0 ctmzido por recuendad6n. 
Tnnsfmad6n dentro del huesped para exprssl(n. F 
Inducci6n y Oparmhilc16n de la expmdh de /a pmtelna de inten+$ 
analisis cuantitativos de niveles da txpresih y actbidad biolbgica. 
Scale-up I) PuMc.)6n de la pmWne y andkis funcbml 
Figura 1.18. DisePlo de una estrategia para la expresidn de proteinas 
" Rashid, N.; Imanaka, H.; Fukui, T.; Atomi, H.; Imanaka, T.; I. Bacterid, 2004,186,4185 
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1.4.1. Seleccibn del t i ~ o  de construccidn a4nica v d lu la  h u h e d  
El rendimiento de la proteina recombinante respecto a la biomasa estd determinado 
principalmente por el tip0 de construccidn genbtica (vector de expresidn) y por la capacidad 
biosintetica de la celula huesped, por lo que hallar el sistema de expresidn de proteinas que 
permita obtener grandes cantidades de la proteina recombinante, es bdsico, y de vital importancia 
para cualquier estudio cuyo objetivo este orientado hacia la produccidn biotecnoldgica. En este 
sentido, se utiliza la ingenieria genetica para lograr la correcta expresidn a altos niveles de un gen 
clonado en un microorganismo huesped. Sin embargo, la clonacidn directa (sin manipulacidn 
adicional) de un gen en un vector no suele asegurar la correcta expresidn del mismo, por esta 
razon se deben seleccionar vectores especializados, y a menudo, incluir modificaciones de interes 
con el objeto de que se pueda correctamente transcribir y traducirse en el microorganismo 
hubped. Dentro de 10s aspectos que deben tenerse en cuenta con este fin, se pueden citar la 
localizacidn celular de la proteina a expresar (se pueden aRadir senales de procesamiento post- 
transduccional adecuadas en la construccidn genbtica para dirigir a la proteina), la estabilidad de la 
proteina en la celula huesped y el nlimero de copias del gen clonado, entro otros. En el proceso de 
selecci6n del sistema de expresidn adecuado para la proteina de interes, se deben analizar 
especificamente estos pardmetros. 
Concerniente a la seleccidn de celulas huQped, se han utilizado de diversos origenes, 
tanto procariotas como eucariotas, siendo las primeras las m6s estudiadas. En este sentido, uno de 
10s microorganismos m6s utilizados es la bacteria Escherichio coli. Su uso radica en la gran 
disponibilidad de herramientas de genetica molecular, el gran nlimero de cepas y mutantes, el 
extenso conocimiento sobre su fisiologia, vectores de expresidn, estabilidad y plegamiento de 
proteinas, estabilidad genetica de las construcciones y por irltimo, 10s efectos de la produccidn de 
proteinas recombinantes sobre la c6lula. 
Las proteinas recombinantes expresadas pueden ser tanto heterdlogas (de un origen 
diverso al huesped) u homdlogas (del mismo origen). La produccidn de proteinas heterdlogas en E. 
coli es un proceso dindmico complejo que involucra muchos retos. Para el caso de proteinas 
horndlogas, el panorama se presenta con menores dificultades. En este trabajo se ha 
sobreexpresado una proteina hombloga, la enzima fosfopentomutasa de E. coli. Sin embargo, la 
94 Kramer, W.; Elmecker G.; Weik, R.; Mattanovich, D.; Bayer, K, Recombinant DNA Blotechnology: The integration of 
Biological and Engineering sciences, 1996,323 
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expresi6n de proteinas hom6logas puede conllevar a ciertos problemas como ser 10s de estrds 
metab6lico. fstos se deben a la expresion en grandes cantidades de una proteina que se traduce 
en un increment0 de la actividad de proteasas, plegamientos inadecuados de proteinas y 
formacidn de cuerpos de inclusi6n, todos 10s cuales pueden afectar la concentraci6n final de la 
proteina recombinante y el crecimiento celular. 
A continuaci6n se resumen 10s elementos gentiticos que debe poseer un vector de expresi6n 
en E. Coli: 
Un promotor eficiente, para producir altos niveles de ARNm 
Cercano al promotor, una regi6n que at transcribirse suministre el sitio de uni6n al 
ribosoma: la denominada secuencia de Shine-Delgarno. 
Luego del gen a clonar, una secuencia que funcione como terminador de la transcripci6n. 
Si se requiere, una proteina de fusi6n (dsta puede facilitar el proceso de purificaci6r1, 
protegerla ante la prote6lisis o incrementar la solubilidad y la estabilidad de la proteina). 
La direcci6n htt~://www.embl-hamburn.d~/~~eerlof/webPP/veordba wctorsL 
corresponde a una base de datos de 10s diferentes vectores de expresi6n comerciales 
disponibles actualmente para E. coli. Cada uno de estos sistemas tiene caracteristicas 
particulares, tanto en el diseiio del vector, como del hospedador. El sistema utilizado en esta 
tesis se denomina pRSET-A. (Figura 1.19) 
Flgura 1.19. Mapa del vector pRSET 
El  vector pRSET.A es litil para la expresi6n de altos niveles de proteinas procariotas controlada 
por el promotor fuerte del bacteridfago T7. La expresidn es inducida por la producci6n de la ARN 
polimerasa en celulas de E. coli BUl(DE3)pLysS. Estas cdlulas pueden tambidn producir la lisozima 
T7 con el objeto de reducir la expresi6n basal de 10s genes de interds. Este vector posee una 
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secuencia que codifica para una cola de seis histidinas en la posici6n N-terminal. Esta secuencia 
tiene como objeto facilitar la posterior purificaci6n de la proteina recombinante por cromatografia 
de afinidad. Asimismo, posee un sitio de hidr6lisis de la proteasa enteroquinasa, con el objeto de 
remover, en caso que fuera necesario, bs histidinas afiadidas a la protelna de interds. 
1.5- Inmovilizaci6n de Enzimas 
1.5.1- Generalidades. 
A pesar de las claras ventajas del empleo de enzimas wmo catalizadores en procesos 
industriales, existen un nlimero de problemas pdcticos en el uso de las mismas. En primer lugar, 
la mayoria de 10s biocatalizadores no son estables en las condiciones de trabajo, lo cual resulta en 
una vida media operacional de la enzima m8s corta. Aslmismo, a diferencia de 10s catalizadores 
quimicos convencionales de fase heterogdnea, la mayor parte de las enzimas actlian en fase 
homogdnea, por lo que son muy diflcilmente recuperables en su forma activa a partir de las 
mezclas de reacci6n para un posterior reuso. Es entonces que la inmoviiizaci6n enzimAtica, al 
transformar a las enzimas en un catalizador heterogdneo, es una metodologla muy efectiva para 
superar estas limitaciones. 
Se puede definir entonces la inmovillzaci6n enzlm6tica, como un proceso en el que se 
confina o localiza al biocatalizador en una regi6n definida del espacio, para dar lugar a formas 
insolubles que retienen su actividad catalltica y que pueden ser reutilizadas repetidamenteB. 
Posteriormente esta definici6n se ha ampliado al de un proceso por el cual se restringen, completa 
o parcialmente, 10s grados de libertad de movimiento de enzimas, org8nulos, cdlulas, etc. por su 
unidn a un soporte, tal que se pueda reuti~izar.~ 
Se pueden destacar tres aspectos interesantes incluidos en la definicidn: 
"Confinados o localizados": para cumplir con esta condicidn es necesario formar una fase s6lida 
dispersa, macrosc6pica, de alta densidad y catalitimente activa, dentro de, o en contact0 con, 
un medio reactivo liquid0 libre de biocatalizador. Las caracteristicas de la fase dlida son tales que 
% ler  Enzyme Engineering Conference, Henniker, New Hampshire, USA, 1971. 
% Taylor, R. Protein Immobilization: fundamentals and appliwths, Maml Dekker, New York, 1991 
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el transporte de reactivos hacia y desde el biocatalizador esti gobernado por difusi6n 
exclusivamente. 
"Retencion de la actividad catalitica": 10s tratamientos a 10s que son sometidas las enzimas libres 
que serin inmovilizadas afectan en cierto grado su actividad. Si bien es deseable, no es necesario 
que se retenga el 100% de la actividad del biocatalizador libre, pero, para mantener la viabilidad 
del proceso, en general es deseable no tener valores de actividad inferiores al 25% de la actividad 
de la enzima libre. La inmovilizaci6n, entonces, debe tratar de ser realizada en condiciones tales 
que la perdida de actividad sea reducida. 
"Uso repetido y continuo": surge inmediatamente que la gran ventaja del uso de biocatalizadores 
inmovilizados; se relaciona con la fdcil separacion del catalizador del medio de reaccion sin perdida 
de actividad, y por consecuencia directa, con su reutilizaci6n. 
Como se ha citado previamente el uso de 10s biocatalizadores inmovilizados ha introducido 
diversas ventajas con respecto a 10s mismos en soluci6n o libres. Cstas se pueden resumir: 
1.- Se produce un gran aumento de la estabilidad de la enzima inmovilizada, por lo que en 
comparacion con las enzimas libres en soluci6n son mds robustas y mas resistentes a cambios 
bruscos en el entorno 
2.- Se aumenta de gran manera la productividad enzimdtica por la capacidad de reutilizacion 
(sistema enzimitico heterogeneo) 
3.- Se aumenta la facilidad de recuperation y purificacion de 10s productos 
4.- Se puede elegir entre una gran variedad de disefios de procesos (configuraci6n de reactores) 
Sin embargo el confinamiento de 10s biocatalizadores presenta ciertos inconvenientesg7, 
entre 10s cuales se pueden mencionar: 
1.- Generalmente, se observa una disminucidn de la actividad del biocatalizador durante el 
proceso de inmovilizaci6n. Esto se origina posiblemente por la alteracion de la conformacion de la 
enzima respecto a su estado nativo 
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2.- La gran heterogeneidad del sistema biocatalizador-soporte, donde pueden existir distintas 
fracciones de un mismo biocatalizador inmovilizado con una notable diferencia de carga 
enzimitica 
3- El aumento de 10s problemas difusionales, estos disminuyen la actividad aparente del 
biocatalizador inmovilizado principalmente por limitadones de transferencia de masa 
1.5.2- M6todos de inmovilizaci6n 
Para obtener biocatalizadores inmovilizados que retengan actividad y Sean estables es 
necesario aplicar un mbtodo de inmovilizaci6n adecuado, que depended del tip0 de actividad 
catalitica de inter&. Existen una variedad de m6todos por 10s cuales se puede localizar o confinar 
un biocatalizador, desde la unidn covalente de los mismos a un soporte o carrier, hasta su 
atrapamiento fisico, sin embargo pueden ser clasificados en t6rminos generales de la siguiente 
manerag8 (Figura 1.20): 
Uni6n covalente a matrices derivatizadas, insolubles en agua 
Entrecruzamiento intermolecular de molbculas de enzima, utilizando agentes 
polifuncionales 
Adsorci6n de 10s biocatalizadores sobre matrices insolubles en agua 
Atrapamiento de 10s biocatalizadores dentro de pollmeros insolubles en agua 
Encapsulacidn dentro de membranas semi-perrneables 
97 Arroyo, M.; Ars. Pharmaceutica, 1998,39,23 
98 P.W. Can and LD. Bowers, "lmmobikzed Enzymes in Analytical and Clinical Chemistry. Fundamentals and 
Applications", Wiley, New York, 1980. 
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Gel opdlmem Mialas revems Entmauzmiento Co-entrewrunlento 
@ = Biocatalizador (enzirna 0 c4ula entera) 
=surfadante 
= carrier 0 soporte 
Figura 1.20. Tipos de inmovilizaci6n. 
1.5.3- Seleccidn del mdtodo de inmovilizacib 
Los requerimientos necesarios para la construcd6n de un eficiente complejo bioinmovilizado 
incluyen: 
Alta densidad de biomoleculas inmovilizados 
Alta actividad 
Prolongada estabilidad bajo condiciones potencialmente adversas 
Buena accesibilidad de 10s analitos 
Tiempos de respuesta rApidos 
Resistencia a la lixiviacion y/o desorcion 
A pesar de la elevada cantidad de information sobre las tecnicas de inmovilizaci6n 
enzimatica, el desarrollo de un biocatalizador inmovilizado robusto que satisfaga 10s 
requerimientos de 10s procesos biocataliticos modernos, todavia depende de experimentos 
laboriosos de prueba y error. No existe un metodo universal y vSlido para todos 10s sistemas. Se 
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requiere una soluci6n especifica para cada aplicacidn individual. No obstante la informacion 
disponible en la actualidad permite hacer algunas generalizaciones sobre 10s diferentes metodos 
de inmovilizacion (Tabla 1.2)" y asi poder racionalizar en alguna medida la selecci6n de la 
metodologia mbs adecuada. 
-- 
~ e m  deunidn I Debil I Media 
Estahilidad I Media I AIta 
En general, 10s mCtodos de dificil preparacidn y de mayor costo proporcionan 
biocatalizadores m6s estables y duraderos, mientras que 10s m6todos m6s sencillos como el 
atrapamiento o la adsorci6n, donde la interaccibn con el biocatalizador es ddbil, originan 
derivados inmovilizados que presentan mayor perdida de actividad. 
1.5.4- Atra~amiento de enzimas nor tecnolonia sol-gel 
1.5.4.1- Definici6n v caracteristicas del nroceso sol-eel. 
El sol-gel es una ruta quimica que inicia con la sintesis de una suspensi6n coloidal de 
particulas s6lidas o climulos en un liquid0 (sol), formada a partir de la hidrdlisis de un precursor 
99 Working party of Immobilized Biocatalysts. Enzyme Microb. Technol., 1983,5,304 
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organometalico; y la hidrdlisis y condensacidn de este sol para formar un gel, o sea, un solido 
consistente de al menos dos fases, donde una fase s6lida forma una red rigida e interconectada 
con poros que atrapa e inmoviliza una fase liquidaioO. 
Una caracteristica muy importante que presenta este proceso es que se puede trabajar a 
temperaturas muy bajas obteniendo materiales puros con un alto grado de homogeneidad. 
El proceso sol-gel se esquematiza en la figura 1.21. 
Figura 1.21. Esquema del proceso sol-gel 
Los desencadenantes de la transicidn sol-gel son las reacciones de hidrdlisis y 
condensacidn de alcdxidos metdlicos que ocurren simult8neamente. En general, un aumento del 
pH, inicia 10s eventos de condensacidn y separacidn de fase. Las reacciones involucradas son: 
Hidrdlisis: Si(ORl4+ n H20 - Si(OH)n(OR)en + n ROH (n =1 a 4) 
condensacidn: "'Si-OH + HO-Si"'  "'Si-O-Si"' + H20 
""&OR' + HO-Si"'-b "'Si-0-Si"' + R'-OH 
Una vez formado el hidrogel, 4ste es envejecido por un period0 de tiempo para permitir la 
terminacidn de las reacciones de condensaci6n y la maduraci6n del entramado poroso. Este 
entrecruzamiento produce un encogimiento del hidrogel por la contraccidn del entramado poroso 
y la consecuente expulsidn de agua por sinbresis. Finalmente este hidrogel es secado, 
consolidando la estructura con colapso de poros y mayor encogimiento (xerogel). Se requiere en 
loo Brinker. J.; Scherer, G.; Sol Gel Science, Academic Press INC., 1990. ISBN 0-12-134970-5 
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esta etapa un secado controlado (ej: via liofilizacidn) para evitar el colapso extrerno de la 
estructura con la consiguiente perdida de porosidad y viabilidad de la biornolecula. El agregado de 
aditivos para el control del secado o el uso de precursores del tip0 gliceroxisilanos puede 
sustancialrnente reducir el colapso de poros y acelerar el proceso de secado, obteniendose altos 
niveles de actividad de la biomoldcula. Es importante seRalar que la rehidratacidn de 10s xerogeles 
resulta en una considerable expansi6n del entramado poroso. 
1.5.4.2- Atra~amiento de biomol4culas via el m e s o  sol-eel de silica 
El procedimiento de atrapamiento de biomol&ulas debe ser conducidos a pHs, 
condiciones redox y temperaturas biocompatibles, asl corno se deben rninimizar el uso de 
solventes y especies orgdnicas reactivas. Por lo que el atrapamiento de biomoldculas via procesos 
sol-gel se ha basado en la quimica del SiOz, debido al cardcter mayoritariarnente inerte de esta 
rnatriz. Los precursores mds utilizados han sido el TEOS (tetraetilortosilicato) y TMOS 
(tetrametilortosiIicato). 
Esta tecnologia ofrece algunas ventajas linicas para la inmovilizacidn de especies 
bioldgicas 
La polimerizacidn solgel ofrece la linica ruta conocida hasta hoy, para incorporar 
biornoldculas Idbiles en rnateriales cerdmicos fisicoquimicamente robustos para formar 
verdaderos nanocompuestos. 
La flexibilidad intrinseca de 10s polirneros sol-gel basados en la quimica de silice puede ser 
aprovechada para efectuar el atrapamiento en un rango diverso de materiales inorgdnicos 
u orgdnicos-inorgdnicos hibridos, pudiendose incluir aditivos polimdricos asi corno 
rnodificadores redox. 
Pueden ser rnateriales dpticamente transparentes, haciendoles ideales para el desarrollo 
de sensores. La adicidn de rnodificadores redox permite asimisrno la construccidn de 
dispositivos electroquirnicos. 
Se pueden utilizar metodos convencionates de fabricacidn para forrnar bioencapsulados 
corno monolitos, nano-, micro- y rnacroparticulas, fibras, y diversos films, con una 
distribucidn y tarnaiio de poro controlable. 
Airn no se conoce con exactitud el mecanismo de atrapamiento y retenci6n de biornol~culas. 
Las investigaciones sugieren que el bioatrapamiento deriva de la internalizacibn fisica dentro de 
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las particulas del sol-gel y/o interacciones fuertes entre la proteina y las superficies del gel, 
suficientes para irnpedir el lixiviado, perrnitiendo, sin embargo, la retencion de la rnovilidad global 
de la biornol4cula. 
Un problerna que puede aparecer en ciertos casos, es la disrupcion de la estructura del sitio 
activo provocada por interacciones electrostdticas con la rnatriz anionica de silica, lo que suele 
producir una disrninucion de la actividad biologics de la biornol6cula. 
Existen diversos tipos de matrices de inrnovilizaci6n via la tecnologia sol-gel, entre 10s cuales 
se incluyen sol-gel inorganicos, sol-gel de silicatos modificados organicarnente, IPN (red polirnerica 
interpenetrada), sol-gel reforzados, sol-geles basados en ternplados, etc. Se discutir6 en este 
capitulo el dltirno, ya que fue el utilizado en este trabajo. 
1.5.4.3- Sol-eel basados en un temdado Idired-temolate-assemblvl 
Los sol-geles pueden ser rnoldeados con estructuras directoras y agentes forrnadores de 
poro, incluyendo polioles, hidroxidcidos, PEG, surfactantes y co-polirneros. Estos cornpuestos 
forrnan rnicroernulsiones, fases cristalinas vesiculates o liquidas, rnacroernulsiones, espurnas o 
agregados, y, de esta forrna dirigen la forrnacion del sol-gel o la separacion de fases durante la 
gelificacion rnodificando la estructura del sol-gel. Es asi posible obtener entonces 10s rnateriales 
ordenados, macro- o rneso- porosos, por rernocion de 10s ternplados luego del envejecirniento del 
gel. 
En este trabajo se ha utilizado hielo corno ternp~ado~~~,utilizando un proceso de 
tratarniento denorninado "Ice Segregation Induced Self Assembly" (ISISA). h e  es un ternplado 
econornico, no requiere procesos extrernos para su rernocion sino procesos biocornpatibles y poco 
contarninantes. El  procesarniento por la rnetodologia de ISlSA involucra la exposicion de un gel 
acuoso a ternperaturas del orden del nitrogen0 liquido. La rdpida forrnacion de hielo (en forma 
hexagonal) causa que cada soluto originalrnente disperso en el gel acuoso sea segregado de la fase 
acuosa, dando lugar a ensarnblados jerdrquicos caracterizados por "vallas" de rnateria encerradas 
en areas vacias, siendo estas areas las que ocupaba el hielo previarnente a ser rernovido por 
diversas rnetodologias, corno ser la 1iofilizaci6n'~~. 
lo1 Nishihara, H.; Mukai, 5.; Fujii, Y.; Tago, T.; Masuda, T.; Tamon, H.; I. Muter. Chem., 2006,16,3231 
Gutierrez, M.; jobiggy, M.; Rapun, N.; Ferrer, M.; Del Monte, F.; Adv. Muter., 2006,18,1137 
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Con el objeto de preservar la actividad enzimdtica y mejorar las propiedades mecanicas del 
biocatalizador inmovilizado se puede: 
- Afiadir aditivos (por ejemplo polimeros): estos pueden condensar con 10s grupos silanoles 
resultando en la formaci6n de enlaces Si-0-potimero, favoreciendo la formation de una 
red polimerica interpenetrada que puede aumentar la resistencia del material, haciendolo 
menos quebradizo. Asimismo, puede preservar la actividad enzimitica impidiendo la 
desnaturalizaci6n de la enzima por su interaccih con 10s grupos silanoles de la superficie. 
Tambien puede actuar como crioprotecto? 
- Utilizar precursores modiflcados biocompatibles: btos al ser hidrolizados liberan grupos 
biocompatibles disminuyendo la desnaturalizacibn proteica (en el caso de utilizar TEOS 
como precursor, se libera alcohol etfliw). Asimimo, pueden ser disueltos directamente en 
agua y condensan a pH neutros, eliminando la necesidad de alteraciones abruptas en el pH 
durante el procesamiento del Estos materiales de partida, asimismo, generan 
materiales con menor grado de encogimiento, menor diimetro de p r o  y propiedades 
mecanicas mejores que 10s materiales basados en TEOslM. 
1.5.4.4- Antecedentes del atra~amiento de enzimas utilizando sistemas sol-ael de silica 
El proceso sol-gel, como una ruta para la forrnaci6n de compuestos vitreos inorganicos ha sido 
ampliamente conocido por mis de un siglo, sin embargo el primer reporte en el cual se 
demostraba el uso de materiales derivados de silicatos para el atrapamiento de enzimas reciCn se 
public6 en 10s afios 50, cuando ~ickey"' mostrb que diversas enzimas (tales como la ureasa, 
catalasa, adenilato desaminasa y citocromo C) podian ser atrapadas con parcial retenci6n de su 
actividad biolbgica, en matrices derivadas de estos materiales. A pesar de 10s trabajos citados 
previamente, el avance crucial en la bioencapsulacidn o atrapamiento via sol-gel, fue dado por el 
esfuerzo pionero de Avnir y colab~radores~~, quienes a principios de la decada del90 publicaron 
un reporte describiendo el atrapamiento de proteinas dentro de derivados de silicatos formados 
por el uso de alcoxisilanos simples (TMOS y TEOS) usando la metodologia sol-gel. 10s trabajos 
iniciales en esta area fueron restringidos al atrapamiento de hidrolasas modelos tales como la 
103 Chery, H.; Tameki, R.; J. Am. Chem. Soc., 2000,122, 10063 
104 
105 
Brandhuber, D.; Torma, V.; Raab, C.; Peterlik, H.; Kulak, A; Husing, N. Chem. Mat., M05,17,4262 
Dickey, F.; J.Phys. Chem., 1955, 58,695 
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tripsina y la fosfatasa dcida, per0 poco fue investigado acerca de las aplicaciones sinteticas. Retz y 
co~aboradores~~~ fueron 10s prirneros que establecieron las utilidades prdcticas de 10s 
biocatalizadores basados en la tecnologia sol-gel con sus estudios acerca del atrapamiento de 
lipasas en cornpuestos basados en silanos modificados orgdnicamente (ormosil). Estos 
biocatalizadores han sido utilizados para catalizar reacciones de hidrdlisis regio-, quimio- y 
enantioselectiva, reacciones de esterificacidn y transesterificacion de acidos carboxflicos, alcoholes 
y esteres y la acetilaci6n de aminas en rnedio acuoso y organico. Adernas de hidrolasas se han 
inrnovilizado en este tip0 de materiales proteasas, glicosidasas, fosfatasas alcalinas, fosfolipasas y 
peptidos, glicosidos, oligosacaridos y lipidos bioactivos, entre otroslW. 
La flexibilidad y el poder del atrapamiento sol-gel se dernuestra fehacientemente con su 
aplicacion a la preparacidn de biocatalizadores rnultienzimdticos. Por lo que se ha demostrado que 
la co-inrnovilizacion o co-atraparniento de enzirnas que catalizan reacciones consecutivas puede 
llevar a un aurnento de la eficiencia catalitica y productiva, presumiblernente debido a la 
proxirnidad de 10s centros cataliticos, resultando en una eficiente transferencia de 10s 
intermediarios de la reaccidn entre las enzimas, aumentando efectivarnente su concentracidn 
Se han reportado trabajos que se basan en la quirnica del sol-gel para el atrapamiento de 
enzimas, utilizando polirneros corno aditivos, utilizando el proceso de lSlSA para la obtencidn de 
rnateriales altamente organizadosllO. Un ejernplo es la inmovilizaci6n de una lipasa (lipasa de 
higado de cerdo, PLE) utilizando PVA corno aditivo. 
La forma ideal de obtener inforrnacidn estructural para una proteina dada es determinar la 
estructura por cristalografia de rayos X o espectroscopia de resonancia rnagnetica nuclear (RMN). 
Sin embargo, existen una serie de problemas: 
lo' Ver por ejemplo: a) Reetz, M.; Adv. Mater., 1997,9, 943, b) Reetz, M.; Wenkel, R.; Avnic, D.; Sintesis, 2000,5,781, c) 
Reetz, M.; Zanta, a.; Vijayakrishnan, K.; Schimassek, K.; J. Mol. Cot. A, 1998,134,251 
'OS Ver por ejemplo: a) Kuncava, C.; Shel, M.; J. Sol Gel Sci. Technd., 1997,8,667, b) Pierre, A.; Buisson, P.; I. md. Catal. 
B,2001,11,639, c) Han, A.; Foglia,T.; Shen, S.; Biotechnol.App/. Biochem., 2000,37,179 
109 Liu, S.; Sun, Y.; Biosensors & biwlectranics; 2007,22,905 
110 Gutierrez, M.; jobhggy, M.; Rapun, N.; Ferrer, M.; Del Monte, F.; A&. Mater., 2006,18,1137 
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Algunas proteinas no pueden ser cristalizadas fdcilrnente. Se encuentran a rnenudo 
dificultades en la purificacidn de la cantidad suficiente de proteina, obtencidn de 
cristales para la difraccidn de rayos X y otros aspectos tbcnicos. 
La cristalografia puede tardar desde varios meses a varios a?ios para resolverlanalizar 
la estructura de una protelna simple. 
La resonancia rnagnetica nuclear es, en prornedio, rnds rdpida que la cristalografia 
per0 no puede aplicarse hoy en dia a proteinas con un gran nrjmero de residuos. 
Algunas proteinas que se obtienen son demasiado grandes para el andlisis RMN y no 
pueden ser cristalizadas para aplicar la difraccidn de rayos x"'. 
Dado que determinados residuos presentan una mayor frecuencia relativa de aparicion en 
las estructuras secundarias y que la inforrnacidn necesaria para el correct0 plegado de una 
proteina parece estar contenida en su estructura primaria, uno de 10s grandes retos de la 
bioinforrnAtica es la prediccidn de la estructura terciaria de las proteinas. 
1.6.1- Mdtodos de modelizacidn de ~roteinag 
La prediccidn de la estructura a partir de la secuencia de arninodcidos resulta dificil, 
fundamentalrnente debido a las interacciones de largo alcance que estabilizan las estructuras 
secundaria y terciaria. Para intentar resolver este problema se han diseiiado tres aproxirnaciones: 
Modelado por hornologia 
Threading o reconocirniento de plegamiento 
M6todos ab initiollZ, 
En la rnodelizacidn por hornologia, la construcci6n del rnodelo tridimensional de la proteina de 
estructura desconocida se basa en una o rnh  protelnas relacionadas de estructura conocida 
(ternplados). Los rn6todos de reconocirniento de plegarniento o threading se basan en el hecho de 
que las proteinas generalrnente adoptan plegarnientos sirnilares a pesar de que no haya una 
sirnilitud significativa de secuencia o funcional. Los rn6todos ab initio predicen la estructura 3D a 
partir rjnicarnente de su secuencia, lo que equivale a conocer el rnecanisrno de plegarniento de las 
U1 Krieger, E.; Nabuurs, S.; Vriend, G.; Homology modelling. StruCacral Bidnforrnotics. Edit. Philip E. Bourne y Helge 
Weissig, by Wiley- Liss, Inc. 2003 
'I2 Fiser, A.; Sali, A; Protein Science, 2000,9,1753 
a 
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proteinas. Parten de la conformacidn extendida de un pbptido, reducen 10s grados de libertad de 
la proteina, mediante 10s denominados "modelos de complejidad reducida" (reduced complexity 
models) y utilizan funciones energeticas, normalmente derivadas a partir de bases de datos 
(knowledge-based) para evaluar cada una de las geometrias obtenidas. 
En el presente trabajo se ha utilizado el metodo de modelado por homologia para la 
prediccidn de la estructura tridimensional de la PPM de E. coli. 
1.6.2- Modelado  or homoloaia. 
El modelado . por homologia utiliza estructuras determinadas experimentalmente 
(templados) para predecir la conformacidn de otra proteina (target) que tiene una secuencia de 
amino6cidos similar al templado. Esta aproximacidn a la modelizacidn de proteinas es posible 
debido a que pequefios cambios en la secuencia de una proteina usualmente resulta en un 
pequefio cambio en su estructura tridimensional. Se asume, de esta forma, que la estructura se 
conserva en mayor medida que la secuencia, de modo que si la proteina que se quiere modelar 
presenta mds de un 30% de identidad con una proteina de estructura conocida, ambas proteinas 
pueden considerarse estructuralmente semejantes. 
Las condiciones necesarias entonces para construir un correct0 modelo de la proteina 
target basada en esta metodologia son que la similitud entre la secuencia target y el/los 
templado/s sea elevada y que las secuencias puedan ser correctamente alineadas. 
La modelizacidn por homologia es el linico metodo que actualmente puede proporcionar 
modelos con un error en la desviacidn cuadratica media (RMSD) respecto al experimental inferior 
a 2 All3. 
En resumen, la modelizacidn por homologia se basa en dos grandes observaci~nes~~~: 
La estructura de una proteina estd linicamente determinada por su secuencia de 
aminodcidos. Conocer la secuencia deberia ser suficiente, al menos en teoria, para 
obtener la estructura. 
Durante la evolution, la estructura es mds estable y cambia m6s lentamente que la 
secuencia asociada, con lo que secuencias similares adoptan pr6cticamente identicas 
U3 Sanchez, R.; Sali, A. Current Opinion in Structura/ Bidogy, 1997,7,206 
'14 Kinch, L.; Grishin, N.; Curr. Opin. Strud Biol., 2002,12,400 
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estructuras, y secuencias relacionadas distantes en el tiempo todavla se pliegan en 
estructuras similares. 
Para llevar a cab0 esta metodologia se siguen usualmente 10s siguientes cuatro p a s ~ s ' ~  
(Figura 1.22): 
1. Birsqueda y selecci6n de templados 
2. Correcto alineamiento secuencia templado- secuencia target. 
3. Construccidn y evaluacidn del modelo. 
4. Refinamiento del modelo obtenido. 
Figura 1.22. Modelado por hornologia. 
Cada uno de estos pasos se describe a continuation. 
La modelizacion por homologla comienza con la bQsqueda de estructuras de proteinas 
conocidas en una base de datos, tlpicamente el Protein Data Bank (PDB)"~ usando la secuencia de 
la proteina que se desea modelar como referencia. Las secuencias en la base de datos se 
comparan con la de referencia con el objeto de evaluar el grado de similitud existente entre 
115 Jones, D.; A Practical Guide to Protein Structure Prediction. Edit. por Webster, D.; Ed. Humana Press Inc.,Totowa, NJ, 
2000 
116 Berstein, F.; Koetzle, T.; Williams, G.; Meyer, E.; Brice, M.; Rodgers, J..; Kennard, 0; Shimanouchi, T.; Tasumi, M. I. 
~ d .  Biol. isn, 112,535 
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secuencias. Existen diversos metodos para la comparacidn secuencia - secuencia, asi como 
muchos servidores de buscadores en base de datos. En este trabajo se utilizd el servidor 
denominado HHpred sewer (Homology detection & structure prediction by HMM-HMM 
c~mparison)'~'. El procedimiento de blisqueda que emplea el servidor se describe resumidamente 
a continuacidn: en primer lugar, se construye un alineamiento de secuencias homdlogas a la 
secuencia depositada de la proteina target, por medio de iteraciones mliltiples de blisquedas en el 
PSI-BLAST contra una base de datos no redundante depositada en el sitio de NCBI. Se predice 
asimismo la estructura secundaria de la proteina. En el paso siguiente, se genera un perfil de 
modelo oculto de Markov (HMM profiles, describen una familia o patrdn de secuencias) a partir 
del alineamiento mliltiple que incluye la informacidn acerca de la estructura secundaria predicha. 
El modelo de Markov se compara luego, con cada HMM en la base de datos seleccionada 
(comparacidn de HMM-HMM). Se ha reportado que el uso de esta metodologia, ofrece resultados 
o alineamientos en menor tiempo, mas sensibles (en particular en la blisqueda de homdlogos 
remotos) y mas precisos que las metodologias mas sencillas de comparacidn de pares de 
residu~s~'~. 
Una vez obtenida la lista de 10s posibles templados, se seleccionaln el/los mas apropiado/s, 
para realizar el modelado. Los criterios para seleccionar el/los templado/s optimo/s son: 
Secuencias de mayor porcentaje de similitud con la secuencia target (mayor porcentaje de 
residuos identicos y menor nlimero de huecos, gaps, en el alineamiento). 
Otros factores que incluyen: ser el templado mas cercano a la familia de la secuencia 
target, similitud en el entorno del templado con respecto al del target que precisa ser 
modelado (solvente, pH, ligandos, etc.), calidad de la estructura experimental. 
1.6.2.2- Correcto alineamiento secuencia temdado- secuencia target. 
Este paso, en el que se establecen equivalencias estructurales y/o secuenciales entre la 
secuencia target y el templado es el mas importante. El alineamiento es relativamente simple de 
obtener cuando la identidad de la secuencia target-templado estA por encima del 40% con 
metodos de alineamiento secuencia-secuencia automdticos esthdares. El correct0 alineamiento 
de secuencias influire gravemente en la precisidn del modelo obtenido. Altas identidades de 
117 Mding, J.; Biegert, A.; Lupas; A; NucleicAcids Research, 2005,33; W244-W248 
118 Sading,J. Bioinformatics, 2005,21,951-960 
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secuencias (1 70%) generan modelos de alta precisibn, con desviaciones (RMSD) de la estructura 
nativa menores de 1 A. Pobres identidades de secuencias (< 35 %) indica generalmente que el 
alineamiento presenta huecos y alto porcentaje de residuos no alineados, par lo que se obtienen, 
en general, modelos pobres con RMSD mayores a 3A. ldentidades de secuencias intermedias (35% 
-70%) generaran modelos con RMSD intermedios a 10s valores citados previamente, como se 
muestra de forma aproximada en la figura 1.23. 
% identidad 
Figua 1.23. Representaci6n de la variaci6n en 10s valares de RMSD con el porcentaje de sirnilitud entre 
secuencias. 
1.6.2.3- Construcdin v evaluaciin del modelo, 
Una vez construido el alineamiento target-templado, se pueden utilizar diferentes metodos 
para la construccibn del modelo 3D de la proteina target. 
El metodo original es el montaje de cuerpo rigido o rigid-body assembly'lg. Este metodo 
construye el modelo a partir de pequefias regiones del core, de loops y de cadenas 
laterales, obtenidas al desagrupar y obsewar estructuras relacionadas. 
Otra familia de metodos se basa en las posiciones aproxirnadas de dtomos conservados de 
10s templados para calcular las cwrdenadas de otros   tor nos*^. 
El  tercer grupo de m6todos, el cual modela por szbtisfaccibn de restricciones espaciales, usa 
tanto distancias como tkcnicas de optimizacibn para satisfacer restricciones espaciales 
obtenidas del alineamiento de la secuencia target con las estructuras del templado. Estos 
119 Blundell, T.; Sibanda, B.; Sternberg, M.; Thornton, J.; Nature, 1987,326,347 
1M Levitt, M.;. I.  Mol. Biol. 1992,226,507 
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metodos son implementados por programas como ~odeller'~'. Este programa fue el 
utilizado en esta tesis para generar el modelo aproximado. 
Despues de la construccidn del modelo, es importante comprobar la presencia de errores. Se 
pueden llevar a cab0 dos tipos de va~idaciones'~~: 
Evaluacidn interna de la consistencia del modelo, la cual comprueba si el modelo satisface 
las restricciones usadas para calcularlo. 
Evaluacidn externa, la cual se refiere a informacidn que no ha sido usada en el dlculo del 
modelo. 
Para la evaluaci6n se utiliz6 la versidn en linea del programa Verify3D. Este programa analiza la 
compatibilidad de un modelo at6mico (3D) con su propia secuencia de aminodcidos (ID). Se le 
asigna a cada residuo una clase estructural sobre la base de su ubicaci6n y entorno (alfa, beta, 
giro, polares, no polares, etc.). Se utiliza una coleccidn de estructuras correctas como referencias 
para obtener un score o puntuacidn para cada uno de 10s 20 aminoacidos en cada clase 
estructural. Las puntuaciones se grafican, mostrando la fiabilidad del modelo atdmico obtenido. 
Asimismo se ha utilizado como criterio de validacidn el grdfico de Ramachandran (Fi~ura 1.24), 
en 4ste se grafican 10s valores de 10s dngulos Psi-Phi para todos 10s aminoacidos. ldealmente se 
espera que al menos el 90% de 10s aminodcidos se encuentren en las regiones "mds favorables" 
que se observan com~jnmente n las proteinas. 
A- B- 
Figura 1.24. A- Esquema del enlace peptidico mostrando 10s Bngulos que lo definen. B- grBfico de 
Ramachandran: lndican las zonas de dispersibn aceptables para 10s valores de 10s Bngulos de torsibn 
*I Sali, A; Blundell, T.; I .  Mol. Biol. 1993,234,779 
U2 Lothy, R.; Bowie, J.; Eisenberg, D.; Nature, 1992,356,83 
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1.6.2.4- Refinamiento del modelo obtenido. 
La Sltima parte del modelado por homologia puede consistir en un nrimero diverso de 
pasos, segrin sea la precisidn del modelo obtenido y el requerido (o sea, corno se ha explicado con 
anterioridad del porcentaje de similitud y ntimero de huews enwntrados entre la secuencia 
target y la del templado). Mds alld de 10s pasos comunes de refinamfento por optimizacidn de 
geometria molecular y dindmica molecular (que se detallardn a continuacidn), en el caso de 
metaloproteinas se aiiade la necesidad de incorporar 10s metales al modelo obtenido. 
Existen dos grandes dreas en quimlca cornputacional para el desarrollo de modelos 
moleculares: las tdcnicas de Mecdnica Molecular (modelos cldsicos) y las de Mednica Cudntica 
(modelos cudnticos). 
Esta parte de la modelizacidn molecuSar de la protelna se desarrolld mediante el uso de 
tdcnicas de mecdnica molecular. La mecdnica molecular considera 10s dtomos como bolas unidas 
por resortes (representando 10s enlaces entre b m o s )  segtln 10s criterios de la fisica cldsica. A 
pesar de reducir la precisidn en la descripcidn de 10s sistemas, 10s m&odos de mednica molecular 
permiten abordar satisfactoriamente problemas a una escala de tamaiio o de tiempo de 
simulacidn mayor que 10s que se basan en la mednica cudntica 
Para definir el sistema en Mednica Molecular, se utilizan 10s denominados campos de 
fuerza o forcefie~ds*~. Los campos de fuena estan caracterizados por un conjunto de ecuaciones 
que definen como varia la energla potencial de la mol4cula con las posiciones de 10s dtomos que la 
componen. Este campo de fuenas requiere la utilizacidn de pardmetros como constantes de 
fuenas, longitudes de enlace, etc. Los electranes no son tratados explicitamente en este tip0 de 
mdtodos. Los efectos electrdnicos se incluyen implicitamente a travds de estos pardmetros. 
Existe una gran diversidad de campos de fuena s e a  se apliquen a diferentes aspedos de la 
quimica bioorgdnica. Asi, se pueden diferenciar campos de fuena dirigidos a mol4culas pequeiias 
IU Hermans, J.; Berendsen, H.; Van Gonsteren, W.; Postma, J.; Biqdimers, 1984,23,1 
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y rnedianas (MM2, MM3, MM4, TRIPOS, MMFF94) y a macromolbculas (AMBER~~~,CHARMM~, 
GROMOS'~~, OPLS~~'). 
En este proyecto se ha trabajado con el forcefield AMBER para la optimizaci6n de la geometria 
de la proteina en estudio y dinarnica molecular. AMBER fue originalrnente parametrizado para un 
nirmero lirnitado de sisternas orginicos, corno pequefias moleculas o polimeros, y ha sido utilizado 
arnpliarnente para proteinas y Acidos nucleicos. AMBER utiliza una representadon united atom, lo 
cual irnplica que 10s hidrdgenos no polares no son representados explicitamente, per0 se tienen en 
cuenta en la descripcion de 10s Atornos pesados a 10s que estdn unidos. Ello resulta en una rapidez 
adicional significativa en cAlculos basados en AMBER en comparaci6n a otros carnpos. 
La optirnizacion de la geometria de un sistema molecular consiste en localizar la estructura 
molecular con rnenor energia. Los mbtodos habituales de optimizaci6n de geometria se basan'en 
el calculo de las derivadas de la energia con respecto a 10s grados de libertad geomktricos. Los 
metodos derivativos se diferencian entre 10s de orden uno y orden dos. Los rnbtodos derivativos 
de orden uno son 10s basados en el gradiente de energia, 10s cuales buscan desplazar el sistema en 
una direcci6n que conduzca a un valor menor de energia. Estos rnbtodos presentan el 
inconveniente de tender a conducir el sistema hacia minimos de energia prdximos a la posicion de 
partida (rninimos locales), 10s cuales no tienen por que coincidir con el rninimo global 
correspondiente a la geornetria optima que se pretende hallar. 
DinBmica Molecular 
La din6rnica molecular es una disciplina particular del modelado molecular que explora el 
rnovirniento de las rnolCculas. Utiliza soluciones numericas de la ecuaci6n de movimiento de 
Newton, sobre un rnodelo que representa un sistema molecular, para simular el rnovirniento 
at6rnico y asi obtener informacidn acerca de las propiedades dependientes del tiempo de dicho 
sisterna. 
Para definir, pues, la superficie de energia potencial dejando que el sisterna evolucione a 
lo largo del tiernpo, se ernpieza con una conformaci6n de partida quimicarnente plausible 
(conforrnacibn de rnenor energia obtenida por la optimizaci6n geombtrica del rnodelo) y se 
124 Cornell, W.; Cieplak, P.; Bayly, C.; Gould, I.; Men, K.; Ferguson, J.; Spellmeyer, D.; Fox, T.; Caldwell, J.; Kollman, P.; I.  
Am. Chem. SOC., 1995,117,5179 
Brooks, B; Bruccoleri, R.; Olafson, 8.; States, D.; Swaminathan, S; Karplus, M.; I. Comput. Chem., 1983,4,187 
'26 Hermans, J.; Berendsen, H.; Van Gunsteren, W.; Postma, J.; Biopolymers, 1984,23,1513 
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calculan las cargas parciales. Se calculan las fuerzas que actiran mediante la integraci6n de las 
ecuaciones de Newton, se deja que el sistema evolucione a lo largo del tiempo, con lo que 
cambian las posiciones de 10s 6tomos, se cakula la energia de la nueva conformation y se vuelven 
a calcular las fuerzas, volviendo a integrar las ecuaciones de Newton, repitiendo asi el ciclo a lo 
largo del tiernpo. Cuanto m6s tiempo pase mi% cambios se podran calcular, lo cual implica mayor 
nlimero de conformaciones exploradas y mejor descripci6n del sisterna. 
Los estudios de din6mica molecular permiten la exploraci6n conformacional rnb  eficiente 
que 10s m6todos anteriormente citados. Esto es, se exploran las geometrfas posibles del sistema 
de una manera m6s exhaustiva que mediante 10s rn6todos de optimizaci6n de geornetria basados 
en el gradiente. 
1.6.3- Evaluacidn de la interaccidn Proteins-uand~ 
En funcion de la informacidn experimental de la que se disponga, la predicci6n de la unidn 
proteina-ligando puede ser mas o menos costosa. Si se dispone de la proteina cristalizada, 
frecuentemente es posible encontrar complejos ligando-receptor cristalizados, 10s cuales permiten 
estudiar la posici6n de distintos ligandos en el sitio activo de la proteina. Por otra parte, si se 
disponen de datos biol6gicos que informen sobre las interacciones entre ligando-proteina (como 
experimentos de rnutagenesis dirigida), se puede deducir tambibn el mod0 de unidn del ligando al 
sitio activo. Con estas informaciones, se puede realizar un acoplamiento manual entre ligando y 
receptor rnediante programas de modelizacibn molecular para obtener asi modelos que expliquen 
en lo posible 10s datos experimentales. Sin embargo, si no se disponen de datos experimentales, 
existen m6todos autorn6ticos para explorar las posibles uniones entre ligando y proteina. Son 10s 
denominados programas de acoplamiento molecular o d0ckin$2~, 10s cuales realizan una 
exploraci6n de todas las posibles posiciones relativas ligando-protelna, evaluando la interacci6n 
intermolecular entre ambos. Como resultado de esta exploraci611, se obtienen una serie de 
posibles conformaciones para la uni6n ligando-proteins. Cada una de estas soluciones se evallia 
rnediante una funcion de puntuacidn o scoring. En la forma mas general del docking no se 
disponen de datos bioquirnicos adicionales, pero disponer de informaci6n complementaria facilita 
el problema del docking considerablemente. 
127 Damm, W.; Frontera, A; Tiado-Rives, J.; Jorgensen, W. L; I. Comput Chem., 1997,18,1955 
Halperin, I.; Ma, B.; Wolfson, H.; Nussinov, R.; Proteins: St~cture, Function and Genetics, 2002,47,409 
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Basicarnente son esenciales tres pasos para una buena prediccion del cornplejo 
proteina/ligando: definicion de la estructura de la rnolecula target, localizaci6n del sitio de union y 
deterrninacion del rnodo de union. ldealrnente la estructura de la rnolecula target deberia estar 
deterrninada experirnentalrnente, aunque algunas aplicaciones de docking utilizan proteinas 
rnodeladas, si estas no se pueden obtener de manera experirnentallZ9. El segundo paso, la 
localization del sitio de union, puede ser llevado a cab0 cornputacionalrnente (por software 
especificos para dicha tarea), y a su vez, por cornparacion con las regiones arninoacidicas 
conservadas en diversos rniembros de la farnilia de la proteina en estudio y de proteinas 
relacionadas. El tercer paso, es la "tipica" aplicacidn de 10s algoritrnos de docking: dado el sitio de 
union de una rnol~cula, deterrninar el rnodo de union a un ligando. 
Existen tres pasos claves en el docking: representacion del sisterna, blisqueda 
conforrnacional y ranking de las soluciones potenciales. 
El docking simula esencialrnente la interaccidn con las superficies de la proteina. Dicha 
superficie se puede describir rnediante rnodelos rnaterndticos, corno descriptores, o rnediante una 
grilla de afinidad o grid. Adernds, la proteina puede tratarse de rnanera estdtica o dindrnica 
(proteina flexible o rigida). La rnayoria de las aproxirnaciones consideran la proteina casi 
totalrnente rigida o con flexibilidad parcial en las cadenas laterales y permiten flexibilidad al 
ligando. 
Un algoritrno de busqueda riguroso podria muestrear todos 10s rnodos de union entre dos 
rnoleculas. Sin embargo, esto es irnprdctico debido al gran tarnafio del espacio conforrnacional. 
Consecuentemente, solo una pequefia parte del misrno puede ser rnuestreado, por lo que se debe 
establecer un compromiso entre el coste co,rnputacional y la cantidad de espacio conforrnacional 
exarninado. 
Entre 10s algoritmos de bdsqueda mas utilizados se pueden nornbrar: SA, que es el metodo 
original de Monte Carlo; GA, el algoritrno genCtico tradicionai darwiniano; LS, de blisqueda local; y 
GA-LS que es un algoritrno genetic0 hibrido con blisqueda local. El GA-LS tambien se conoce corno 
algoritmo genetic0 larnarckiano o LGA. 
Los metodos de docking iniciales se basaban en el principio de la llave y cerradura, lo que 
llevo a utilizar solo criterios geornetricos al evaluar el grado de cornplernentariedad esterica entre 
ligando y sitio de union. Sin embargo, pronto la cornplernentariedad quirnica se ernpez6 a tener en 
Hetbnyi, C.; Van der Spoel, D;. Prot. Sci., 2002,11,11729 
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cuenta en las aproximaciones de docking para reducir el nlimero de falsos positivos obtenidos 
mediante 10s criterios de forma linicamente. Por lo que se introdujeron las funciones de 
puntuacion o scoring, basadas en campos de fuerza o force fields de mecdnica molecular para 
estirnar la interaccion proteina-ligando. Las funciones de scoring son un componente 
imprescindible de 10s algoritmos de docking, se utilizan mayoritariamente para predecir la afinidad 
de union entre ligando y proteina de manera aproximada, ya que las funciones usadas para 
describir la quimica y fisica de la union de un ligando a su sitio de union estdn incompletas 
todavia130. No predice 10s valores absolutes de la energla libre de unidn, sino que predice de 
manera aproximada el orden relativo en cuanto a afinidad de las rnolbculas doqueadas. Las 
funciones de scoring se pueden agrupar en tres clases: funciones basadas en campos de fuerza o 
force-field based, funciones basadas en el conocimiento o knowledge-based y funciones empiricas 
de evaluacion o empirical scoring functions. 
Se han desarrollado un arnplio nlSrnero de programas que realizan experimentos de 
acoplamiento molecular, como por ejemplo FlexX, DOCK, GOLD, AutoDOCK y GLIDE que difieren 
en 10s algoritmos de blisqueda implernentados asi como en las funciones de scoring. 
En esta tesis se utilizd el programa autodock 4.0. 
Autodock 4.0 utiliza dindmica molecular para la prediccion de la union de un ligando 
flexible a un sitio de union de una proteina rlgida. Para una mhima exactitud de prediccion asi 
como de un tiempo de ci4lculo cornputacional razonable, utiliza el campo de fuerza AMBER, en 
conjunto con funciones empiricas de evaluacidn (denominadas Docked energy)13'. Las funciones 
de scoring empiricas o empirical scoring functions estiman la energla libre de unidn sumando 
terminos de interaccion derivados de pardmetros estructurales obtenidos de manera empirica. Se 
obtienen ajustando la funcidn de scoring a constantes experimentales de un conjunto de prueba 
de complejos protelna-ligando. La funcion de scoring tipica consiste en cinco contribuciones, las 
cuales representan enlaces de hidrogeno, interacciones ionicas y lipofilicas, y la pbrdida de 
W Ajay, W.; Murcko, M.;J. Med. Chem,. 1995,38,4953 
l31 Morris, G.; Goodsell, D.; Huey, R.; Olson, A;. I. Computer-Aided Mdecular Design, 1996,14293 
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entropia externa y configuracional en la uni6n. Por dltimo se eligi6 para las simulaciones, el 
algoritmo de blisqueda GA-LS, ya que ha sido reportado como el mSs robusto y eficiente13'. 
Los componentes individuales del programa son AutoTors, AutoGrid, y AutoDock. 
AutoTors define cuales enlaces en el ligando son flexibles, afectando de esta forma 10s. grados de 
libertad del ~ i ~ a n d o ' ~ ~ .  Por lo que, en general, ligandos grandes con muchos angulos de torsion son 
demasiado complejos de analizar. AutoGrid pre-calcula una grilla de energias de interaccion 3D 
basado en la proteina, utilizando el campo de fuerzas AMBER. Esta puede ser seleccionada 
manualmente conociendo de antemano el sitio de union al ligando. De las dimensiones de la grilla 
dependera el tiempo de calculo requerido para la sirnulacion. 
Luego de completar la grilla, Autodock comienza la simulacion. El programa Autodock 
devuelve dos evaluaciones: la energia de docking o Docked energy (la cual incluye las 
interacciones intermoleculares ligando-proteina e intramoleculares del ligando) y la energia de 
union o Binding energy (la cual incluye la energia intermolecular ligando-proteina y la energia libre 
debida a las torsiones del ligando). Estos resultados se muestran en forma de graficos de energia 
(eje X) contra conformaciones posibles (eje Y) llamados clusters. Se registran en formas de 
columnas donde se acoplan en una misma columna conformaciones con energia y posiciones 
similares. 
El  experiment0 de acoplamiento molecular llevado a cab0 en esta tesis presenta dos 
desafios. El primero, es el uso de un modelo generado por modelado por homologia. Estos 
modelos, en general, presentan menores precisiones que 10s obtenidos a traves de 
determinaciones estructurales por cristalografla de rayos X o RMN. El segundo refiere a las 
dificultades inherentes a1 docking de ligandos en estructuras de metaloproteinas. En el primer 
caso, se han publicado un gran numero de estudios del uso de modelos de proteinas generados 
por esta metodologia para realizar experimentos de docking134. Concerniente a modelos obtenidos 
por modelado por homologia con similitudes de secuencias entre 30% y 50% (de moderada 
precision) se ha reportado que estos modelos pueden ser utilizados directamente para 10s 
experimentos de docking de pequeiias mol6culas si son construidos y refinados mediante 
13' Brooijmans, N.; Kuntz, I.;. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct., 2003 ;32,335 
133 Goodsell, D.; Morris, G.; Olson, A.; I. Md. Rec., 1996,9, 1 
I34 a) Sinding, K.; W e n  Bak, T.; Olsen, E.; Imberty, A.; Breton, C; Lindberg M$ller, B.; Plont Physiol, 2005, l39, 664, b) 
lorga, 8.; Herlem, D.; Bard, E.; Guillou, C.; I. Mol. Model., 2006, 12, 366, c) Radestock, 5.; Weil, T.; Renner, S.; J. Chem. 
Inf. Model., 2008,48,1104, e) khafferhans, A.; Klebe, G.; J. Md. Bid., 2001,307,407 
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simulaciones de dindmica molecular, o si se considera, en 10s experimentos, la flexibilidad de la 
pr~teina'~'. 
En el segundo caso, el docking de mol6culas en sitios activos que contengan uno o mds 
metales es muy desafiante debido a las mliltiples geometrlas posibles de coordinacidn y asimismo 
debido a la falta de pardmetros de carnpos de fuerza suficientemente precisos para las 
interacciones ligando-metal'36. Con respecto al tratamiento de la cwrdinacidn del metal, se sabe 
que 10s programas actuales que realizan experimentos de doding son deficientes en este 
particular caso. En estudios anteriores se ha comparado el desempefio de diversos programas de 
docking, mediante experimentos de acoplamiento mokcular de sustratos llevados a cab0 sobre 
sitios activos de metaloproteinas. El resultado de estos estudios mostro que el programa 
AUTO DOCK"^^^ el mas confiable para este tipo de expwimentosu7. 
1.7 Resumen de obietivos 
El objetivo general de este trabajo de tesis ha sido generar una estrategia versdtil y 
econdmica para la sintesis tanto de nucle6sidos naturales como de nucledsidos modificados 
partiendo de 10s azlicares naturales. La aproximaci6n quimioenzimdtica de sintesis de nucledsidos 
que decidimos explorar se encuentra resumida en la Flgura 1.12. 
La hipdtesis bbica de la estrategia enzimdtica utilizando las enzimas PPM y NPs estd 
asociada a la disponibilidad de las correspondientes furanosas 5-fosfato como materiales de 
partida. Por lo que se planted una estrategia quimio-enzimdtica para la obtencidn de estos 
compuestos, que comprende en primer lugar un esquema quimioenzimdtico de proteccion- 
desproteccidn selective, seguido de una fosforilacibn qulmica (Figura 1.26). Tomando como base 
trabajos previos, en el presente trabajo de tesis se decidi6 encarar el estudio de reaaiones de 
acetilacidn qulmica de diversas furanosas y su posterior desacetilacidn enzimdtica, con el objeto 
de obtener las misrnas con la posici6n primaria libre. Se utilizaron diversas fuentes enzimdticas 
(lipasas e hidrolasas vegetales) con el objeto de extender el conocimiento relacionado a la 
regioselectividad de 10s biocatalizadores en las reacciones de desacetilacidn. 
U5 Krovat, E.; Steindl T.; Langer, T.; Current Computer-Aided Drug Design ,2005,1,93 
W Ver por ejemplo: a). Hu, X.; Baiaz, 5.; Shelver .W.;. J. Md. Graph. Model., 2004, 22, 293, b). Irwin, J.; Raushel, F.; 
Shoichet, B.; Bioochemistry ,2005,44,12316 
137 Chen, D.; Menche, G.; Power, T.; Sower, L; Peterson, 1.; khein, C; PROTEINS: Structure, Function, and Bioinformatics, 
2007.67,593 
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Figura 1.26. Esquema general de la sintesis de furanosas 5-fosfato. 
Una vez obtenidas las furanosas regioselectivamente con la posicion 5 libre, se proyect6 
estudiar diversas reacciones de fosforilaci6n quimica con el objeto de obtener las 
correspondientes furanosas 5-fosfato. 
Obtencidn enzimdtica de nucle6sidos partiendo de furanosas 5-fosfato y bases 
Con las furanosas 5-fosfato en mano, se decidid explorar la reaccion de sintesis enzimdtica 
de nucle6sidos mediante el acoplamiento de las enzimas NPs con la PPM (Figura 1.27). 
Para la consecucion de este objetivo, y debido a que la PPM de E. coli no es una enzima 
comercial, se planteo, en primer medida, sobreexpresar la misma en un sistema adecuado, 
mediante la aplicacion de metodologias usuales de biologia molecular. Esto se realiz6 bajo la 
supervisi6n el Dr. Claudio Pereira y el Lic. Leon Beauvier. Una vez halladas las mejores condiciones 
para la expresidn enzimdtica, se plante6 la optimization de las condiciones de reacci6n para 
evaluar su impact0 en la cinetica y 10s rendimientos de las reacciones de sintesis de nucleosidos. 
0 
Figura 1.27. Sintesis enzimdtica de nucledsidos 
Por irltimo, con el objeto de demostrar el alcance de la estrategia quimio-enzimdtica 
planteada, se sintetizaron tanto nuclebidos naturales como modificados, utilizando como 
biocatalizador el sistema enzimdtico acoplado formado por la enzima recombinante PPM y 
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nucle6sido fosforilasas (NPs) comerciales, partiendo de pentosas 5-fosfato y bases purinicas y 
pirimidinicas (Figura 1.27). 
lnmovilizacidn eficiente de la PPM y co-inmovilizacibn del sistema enzimdtica 
acoplado (PPM-NP) 
Con el objeto de abordar futuros estudios de escalado de la reaccibn, se propuso llevar a 
cab0 la inmovilizaci6n de la PPM y co-inmovilizaci6n del sistema enzim6tica acoplado (PPM-NP) 
para de esta forma aprovechar las ventajas descriptas anteriormente concernientes a 
inmovilizacion de enzimas, como ser el,aumento en la estabilidad de la/s enzima, y la posibilidad 
de re-utilizaci6n del biocatalizador inmovilizado. Para lograr este objetivo, se han analizado 
diversas metodologias de inmwilizacibn, asl como diversos soportes. Parte de este desarrollo se 
realizo con la colaboraci6n del Dr. Matias Jobbajy. 
Estudio estructural y funcional de la enzima PPM recombinante 
Por liltimo, se plante6 la elucidaci6n estructural de la enzima recombinante expresada en 
nuestro laboratorio (PPM de E. coli), la determinacih del sitio activo de la misma y el modo de 
uni6n de 10s ligandos. Esto se llev6 a cab0 con el objeto de: 
Comprender el mecanismo biologico fundamental de la enzima PPM y 10s modos de uni6n 
de 10s ligandos al sitio activo de la enzima. 
Proyectar un diseiio racional de mutantes, con el objeto de aumentar la estabilidad de la 
enzima, ampliar su perf1 de pH y la especificidad de 10s sustratos 5-fosfato. Esto liltimo 
permitiria la sintesis biocatalizada de nuevos nude6sidos modificados en el azircar. 
La prediccidn de las propiedades fisicoquimias de la enzima. Esto posibilitard, en un 
futuro, evaluar la distribucidn de cargas y 10s residuos expuestos al solvente, permitiendo 
una selecci6n mds racional de la metodologla de inmovilizaci6n. 
El estudio estructural y funcional de la PPM fue realizado con la supervisi6n de la Dra. Anna 
Tramontano. 
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Azul de bromofenol 
Benzofenona 
Bicarbonato de sodio 
Bisulfito de sodio 
Borohidruro de sodio 
5-Bromo-4-clorod-indolil-P-D-galactopiranosido 
5-Bromo-2'-desoxiuridina 
Carbonato de potasio 
Carbonato de sodio 
Cloranfenicol 
6-Cloro-2-aminopurina, 






































Cloruro de 4-4'-dimetoxitritilo 
Cloruro de bario 
Cloruro de manganeso 
Cloruro de mesitileno 
Cloruro de p-toluensulfonilo 


























Hidrdxido de paladio 
Hidr6xido de sodio 
Hidruro de calcio 
















































































Oxicloruro de fosforo 
Pentoxido de fosforo 





Sulfato de sodio anhidro 

















2.1.2- Cromatoarafia v material para purificacibn 
Columna HPLC Apollo C18 5u 150mmx4.6mm 
Placas de aluminio de silica gel 60FZs4 
Resina Dowex X2-200 
Silica gel 60F, grano 200-300 
Columna Ni-NTA 
2.1.3- Enzimas 
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Timidin fosforilasa (E.coli) 
~n te rok inase~ax~  
2.1.4- Sistemas de vectores 
2.1.5- Buffers v medio de cu l t i v~  
-Buffer PCR 





-Buffers utilizados en electroforesis en gel de agarosa 
TAE lX ,  pH= 8.1 Tris base 40 mM 
Acido acdtico 20 mM 1 
EDTA lmM 
Buffer de carga 
-Buffer de ligado rdpido 
(T4 DNA ligasa) pH = 7.8 
Glicerol30% (v/v) 
Azul de Bromofenol0.25 % (p/v) 
Xilen Ciano IFF 0.25 % (p/v) 
Tris-CI 60 mM 
MgCI2 20 mM 
DTT 20 mM 
ATP 2 mM 
PEG 10% (Mr 8000) 
-Buffen utilizados en la purificacibn de la enzima recombinante por cromatofia de afinidad (NI- 
NTA, QIAGEN) 
Buffer de lisis (pH = 8.0) 
0 
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Buffer de lavado (pH = 8.0) 
Buffer de eluci6n (pH = 8.0) 
-Buffers utilizados en electroforesis en gel de poliacrilamida 
Buffer de migraci6n Tris-HCI 25 mM 
Glicina 200 mM 
SDS 0.1% (p/v) 
Buffer de carga 
-Medio de cultivo 
LB (liquido, pH = 7.0) 
LB (dlido, pH = 7.0) 
SDS 10% (p/v) 
b-mercaptoetanol10 mM 
Glicerol20 % (v/v) 
Tris-HCI, pH 6.8 0.2 M 
Azul de bromofenol0.05% (p/v) 
Extracto de levadura 0.5% (p/v) 
Peptona 1% (p/v) 
NaU 1% (p/v) 
Idem medio liquido + agar 0.75% (p/v) 
2.2- Consideraciones aenerales 
Las purificaciones de 10s produdos orgdnicos fueron realizadas utilizando 
cromatografia en columna de silicagel 60 grano 200-300. El andlisis y seguimiento de las 
reacciones fue llevado a cab0 por cromatografia en capa delgada (c.c.d.) utilizando placas de 
aluminio recubiertas con silicagel comerciales (60FZs4). LOS componentes fueron localizados 
por medio de carbonizacidn con Bcido sulfiirico diluido y calor, o con luz UV a 254 nm. Tambi6n 
se utiliz6 yodo como revelador en 10s casos en que fuera necesario. 
Capitulo 2 - Parte experimental 
Las evaporaciones fueron llevadas a cabo en un evaporador rotatorio marca Buchi con 
una trampa de frio -100 O C  utilizando una bornba de vacio. 
. Los solventes fueron secados en atrn6sfera de Nitr6geno. El THF fue reflujado sobre 
sodio metalico utilzando benzofenona coma indicador de hurnedad. La DMF fue secada por 
calentamiento con hidruro de calcio y luego destilada a presi6n reducida. La trietilamina (TEA) 
y la piridina (Py) fueron secadas por calentamiento a reflujo con hidruro de calcio y destilados 
a presi6n atmosfbrica. 
Los reactivos sensibles a la humedad fueron transferidos via jeringa bajo presi6n 
positiva de nitr6geno o arg6n. Las reacciones fueron llevadas a cab0 bajo presi6n positiva de 
nitrdgeno. 
1 13 Las estructuras fueron determinadas utilizando resonancia rnagnbtica nuclear de H C 
y "P en un equipo Bruker de 500 MHz o de 200'MHz. 10s espectros fueron realizados 
utilizando CDCI3, DMSO-d& D20 (estdndares internos ver Tabla 2.1) y H3P04 como estdndar 
externo. Los desplazamientos quimicos citados como rnultipletes estdn referidos al centro 
aproximado de la seiial. 
solvente 
CDC13 
Tabla 2.1. Sistemas de referencia utilizados en Renonancia Magnetica Nuclear 
DMSOd6 
020 
Todas las reacciones enzimaticas fueron llevadas adelante en un agitador orbital marca 
Ferca con control de temperatura y cuenta revoluciones. 
Los rendimientos de las reacciones fueron calculados luego del paso de purificaci6n. 
El seguimiento de las reacciones biocatalizadas fue llevado a cabo utilizando un equipo 
de HPLC GllSON (modulo manomCtrico 805, rnezclador dinimico 8118, bombas 305 y 306, 
detector UV modelo 116). En las primeras reacciones se utiliz6 un integrador Shimadzu, 
Chromatopac C-R6A. Luego se adquirio un converser de datos anal6gicos conectado a una 
computadora personal. 
Compuesto de 
ref. 'H-RMN* (ppm) 
TMS (0.00) 
.. 





ref. %-RMN* (ppm) 
CDC13 (76.96 (3)) 
DMb0d6 (39.5 (7)) I H3P04 (0,OO) 
OW (-1.84) H 8 0 4  (0~00) 
Compuesto de 
ref. 3 1 ~ - ~ ~ ~ * *  (ppm) 
H3% (0~00) 
















2.3.1- Slntesis auimioenzimatica de ~entofurandsidos diacetilados - Obtencidn de 10s 
productos triacetilados 
2.3.1.1- Sintesis de metil2.3.5-tri-0-acetil-D/L-~entofurandsidos 
Procedimiento general para la sintesis de metiI2,3,5-tri-0-acetil-D-pentofurandsidos 
A una solucion de 1 g de la furanosa correspondiente (6.66 mmol) en 23 ml de MEOH 
absoluto se agregaron 0.086 ml de H2SO4 (c) y CuS04 anh. (1.1 g, 0.007 mmol). Esta soluci6n se 
calento a 50 "C por aprox. 24 hs. Luego, la mezcla enfriada, fue neutralizada con 0.4 g de 
NaHC03. Las sales insolubles fueron removidas por filtracidn y el filtrado fue concentrado bajo 
presion reducida hasta obtener un aceite. El mismo fue evaporado dos veces a presion 
reducida de Py anh. y posteriormente se disolvi6 en este mismo solvente (35ml). Luego se 
agrego a la soluci6n, anhidrido acCtico (5.8 ml, 0.061 mmol) previamente destilado y 
cantidades cataliticas de DMAP. La mezcla se dejo a temperatura ambiente bajo agitacion, 
aprox. 6 h, y fue posteriormente concentrada bajo presion reducida a sequedad. La misma se 
purific6 en una columna de silica gel, utilizando mezclas de Hexano: AcOEt como eluyente. 
De esta forma se obtuvieron 10s siguientes compuestos: 




Rf: 0.45 (a), 0.59 (P) en HexanoIAcOEt 1:l 
Rendimiento: 50% (P), 13% (a) 
AcO OAc AcO OAc 
l b  
Anomero 0 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 2.06 (s, 3H, -CH3), 2.09 (s, 3H, -CH3), 2.11 (s, 3H, -CH3), 
3.40 (s, 3H, -OCH3), 4.11 (dd, J1= 5.8 Hz, J 2 =  11.8 Hz, 1H, H-5'),4.30 (m, lH, H-4), 4.36 (dd, J1= 
3.9 HZ, J 2 =  11.8 HZ, lH, H-5), 4.90 (d, Jl= 0.8 HZ, lH, H-1), 5.23 (dd, J1 = 0.8 HZ, J 2 =  4.8 HZ, lH, 
H-2), 5.32 (dd, J1= 4.9 HZ, J2= 6.8 HZ, lH, H-3). 
Capitulo 2 - Parte experimental 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.34 ( a 3 ) ,  20.42 (-CH3), 20.61 (-CH3), 55.11 (OCH3), 
64.29 (C-5), 71.44 (C-2), 74.54 (C-3)) 78.47 (C-4), 106.14 (C-1), 169.47 (CO), 169.51 (CO), 170.46 
Anomero a 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6 2.09 (s, 3H, CH3), 2.11 (s, 3H, -CH3), 2.12 (s, 3H, -CH3), 
3.45 (s, 3H, -OCH3), 4.21 (dd, Jl= 4.2 Hz, J2= 11.8 HZ, lHI H-57, 4.27 (m, lH, H-4), 4.36 (dd, Jl= 
3.1 HZ, J2= 11.8 HZ, lH, H-5), 4.98 (dd, Jl = 4.4 HZ, J2 = 7.3 HZ, 1H, H-2), 5.12 (d, Jl = 4.4 HZ, lH, 
H-1), 5.17 (dd, J1 = 3.7 HZ, J2= 7.4 HZ, lH, H-3). 
Espectro de 13c RMN (CI3CD, 125 MHz): 6 19.52 (CHa), 20.18 (-CH3), 20.61 (-CH3), 55.03 (OCH3), 
63.02 (C-5)) 69.41, 70.35 (C-2, C-3), 78.97 (C-4), 101.15 (C-1), 169.29 (CO), 169.82 (CO), 169.95 
(cola 
Mr: 290 
Rf: 0.48 en HexanoIAcOEt 1:l 
Rendimiento: 53% 
(a:@2:1)* 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz) (a:$2:1): 6 2.09 (s, 3H, -CH3a), 2.10 (s, 3H, -CH3a), 2.11 
(s, 1.5H1 -CH3P), 2.12 (s, 1.5H, -CH3@), 2.13 (s, l.SH, -CH3$), 2.18 (s, 3H, -CH3a), 3.38 (s, 3H, - 
CH3a), 3.40 (s, 1.5H, -CH3@), 4.09-4.14 (m, 0.5 HI H-5$), 4.15-4.19 (m, 0.5 HI H-5P), 4.21-4.26 
(m, 2 HI H-5a), 4.38-4.43 (m, 1.5 H, H-4-alp), 4.94 (s, 1 H, H-la), 4.99 (dd, J 1.4 Hz, J 2= 4.6 
Hz, 1 H, H-3a), 5.03 (dl J= 1,4 Hz, 1 HI H-2a), 5.05 (dd, J1= 4.5 Hz, J2= 6.9 Hz, 0.5 HI H-2$), 5.10 
(dl J=4.5 HZ, 0.5 H, H-I$), 5.32 (dd, J1=4.9 HZ, J2= 6.9 HZ, 0.5 H, H-3@). 
Espectro de l J~  RMN (C13CD, 125 MHz): 6 19.68 (-CH3), 19.85 (-CH3), 19.88 (-CH3), 19.90 (-CH3), 
20.02 (-CH3), 53.56 (OCH3a), 54.08 (OCH3$), 62.28 (C-5a), 64.19 (C-5P), 74.89(C-3P), 75.93 (C- 
2$), 76.41 (C-3a), 77.66 (C-4P), 79.48 (C-2a), 80.39 (C-~U), 100.19 (C-lP), 105.85 (C-la), 
169.23 (CO), 169.75 (CO), 169.82 (CO), 170.14 (CO), 170.19 (CO). 
*La relaci6n de an6meros se calcul6 por medio de las integraciones de las seliales correspondientes al H-1 en el 
espectro de RMN 'H 

















Rf: 0.57 en Hexano/AcOEt 1:l. 
Rendimiento: 45 % 
(a:pl:l) 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6 1.95 (s, 3 H, -CH3), 1.96 (s, 6 H, -CH3), 1.91 (s, 3 H, - 
CH3), 1.98 (s, 3H, -CH3), 1.99 (s, 3H, -CH3), 3.21 (sa, 6 H, OCH3), 4.00 (dd, Jl= 4.3 Hz, J2= 11.9 Hz, 
1 H, H-5a), 4.07-4.15 (m, 3H, H-5a,$), 4.34-4.37 (m, 1 H, H-4a), 4.45-4.49 (rn, 1 H, Hap), 4.76 
(s, 1 H, H-IS), 4.88 (dd, J1 = 4.5 Hz, J2 = 6.3 Hz, 1 H, H-2a), 4.95 (sa, 1 H, H-2P) no se vC el J 1,4?, 
5.02 (d, Jl= 4.5 Hz, 1 H, H-la), 5.22 (dd, J1= 1.4 Hz, J2= 6.1 Hz ,1 H, H-3P), 5.39 (t, J l =  6.32 Hz, 1 
H, H-3a). 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.48(-CH3), 20.51(-CH3), 20.53 (-CH3), 20.60 (-CH3), 
20.67 (-CH3), 20.72 (-CH3), 55.29 (OCH,), 55.45 (OCH3a, 61.76 (C-5a), 63.01 (C-5p), 73.28(C- 
3a), 74.56(C-Za), 74.84(C-3$), 76.02(C-4a), 78.03(C-2p), 80.70 (C-4P), 99.80 (C-la), 106.95 (C- 
I$), 169.36 (CO), 169.70 (CO), 170.10 (CO), 170.13 (CO), 171.35 (CO), 170.43 (CO) 
Mr: 290 
Rf: 0.48 en Hexano/AcOEt 1:l. 
Rendimiento: 54 % 
(a:P2:1). 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz) (a$ 2:l): 6 2.03 (s, 1.5 H, -CH3P), 2.04 (s, 1.5 H, -CH3fl), 
2.05 (s, 3 H, -CH3a), 2.06 (s, 1.5 H, -CH3P), 2.07 (s, 3H, CH3a), 2.08 (s, 3H, -CH3a), 3.33 (s, 1.5 H, 
CH3$), 3.35 (s, 3 H, CH3a), 4.04-4.19 (m, 3 H, H-5a,$), 4.33-4.38 (m, 1.5 H, H-4a,P), 4.90 (s, 1 H, 
H-la), 4.97 (dd, J I= 1.5 Hz, J 2= 4.6 Hz, 1 H, H-3a), 5.03 (dd, J ,= 4.5 Hz, J 2= 6.7 Hz, 0.5 H, H-2$), 
5.04 (sa, 1 H, H-2a), 5.04 (d, J = 4.5 Hz, 0.5 H, H-lp), 5.32 (dd, J 5.1 Hz, J 2= 6.7 Hz, 0.5 H, H- 
38)- 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 19.11 (-CH3), 19.27 (-CH3), 19.30 (-CH3), 19.31 (-CH3), 
19.33 (-CH3), 53.48 (OCH3a), 54.01 (OCH3-P), 62.24 (C-54, 64.14 (C-5P), 74.86 (C-3p), 75.90 
(c-zp), 76.38 (C-3a), 77.62 (C-4P), 79.46 (C-24, 80.36 (C*), 100.16 (C-lp), 105.82 (C-la), 
168.46 (CO), 168.49 (CO), 168.56 (CO), 168.60 (CO), 168.88 (CO), 168.92 (CO). 
2.3.1.2- Sintesis de butil2.3.5-tn'-0-acetil-D/Lsentofuran&idos 
Procedimiento general para la slntesis de butil2,3,5-M-Oscetil-D-pentofuran6sidos 
La sintesis de 10s butil 2,3,5-tri-0-acetil-D-pentofuran6sidos es andloga a la sintesis de 
metiI2,3,5-tri-0-acetiI-D/L-pentofuran6sidos (2.3.1.1)) utilizando en este caso butanol en lugar 
de metanol. 
De esta forma se obtuvieron 10s siguientes compuestos: 
Anomero 6 (5bl 
.. 
a 



















Rf: 0.54 en HexanoIAcOEt 3:l. 
Rendimiento: 47 % 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6: 0.88 (t, J = 7.3 Hz, 3H, -CH3(But)), 1.28-1.36 (m, 2H, - 
CH2(But)), 1.48-1.52 (m, 2H, -CH2(But)), 2.02 (s, 3H, -CHd, 2.06 (s, 3H, -CH3), 2.08 (s, 3H, -CH3), 
3.33-3.38 (m, 1H, CH2 (But)), 3.66-3.70 (m, lH, CH2 (But)), 4.07 (dd, Jl= 5.9 Hz, J2= 11.4 HZ, lH, 
H-57, 4.23-4.27 (m, lH, Ha), 4.26 (dd, Jl= 3.8 Hz, J2 = 11.4 Hz, lH, H-5)) 4.95 (d, Jl = 0.7 Hz, lH, 
H-1), 5.19 (dd, J1= 0.7 HZ, J2= 4.8 HZ, lH, H-2), 5.29 (dd, Jl = 4.8 HZ, J2= 6.8 HZ, lH, H-3). 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 13.81 (-CH3 (But)), 19.24 (-CH2(But)), 20.54 (-CH3), 
20.62 (-CH3), 20.79 (-CH3), 31.48 (CH2 (But)), 64.82 (C-5), 68.03 (OCH2(But)), 71.70 (C-2), 74.81 
(C-3), 78.27 (C-4)) 105.25 (C-1), 169.59 (CO), 169.71 (CO), 170.55 (CO). 
Anomero a (5al 
**\ 
Mr: 332 
Rf: 0.46 en HexanoIAcOEt 3:1. 
Rendimiento: 16 % 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz): 6: 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H, -CH3(But)), 1.27-1.34 (m, 2H, - 
CHz (But)), 1.49-1.53 (m, 2H, -CH2 (But)), 2.04 (s, 3H, -CH3), 2.05 (s, 3H, -CH3), 2.06 (s, 3H, -CH3), 
3.41-3.45 (m, lH, CH2 (But)), 3.65-3.70 (m, lH, CHI (But)), 4.14 (dd, Jl= 4.2 Hz, J2= 11.9 Hz, lH, 
H-5'),4.20-4.22 (m, lH, Ha), 4.29 (dd, Jl= 3.0 Hz, J2= 11.9 HZ, lH, H-5), 4.90 (dd, Jl= 4.4 HZ, J1 
= 7.2 HZ, lH, H-2), 5.09 (dd, Jl= 4.2 HZ, J2= 7.2 HZ, 1H, H-3), 5.18 (d, J = 4.4 HZ, lH, H-1). 
Espectro de *C RMN (C13CD, 125 MHz): 6 13.77 (-CH3 (But)), 19.45 (-CH2(But)), 20.51 (-CH3), 
20.70 (-CH3), 20.77 (-CH3), 31.48 (CH2 (But)), 63.44 (C-5), 68.25 (OCH2(But)), 69.68,70.76 (C-2,C- 
3), 78.76 (C-4), 100.43 (C-1), 169.93 (CO), 170.41 (CO), 170.59(CO). 
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Rf: 0.43 en Hexano/AcOEt 3:l. 
Rendimiento: 56 % (a:p5:1) 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz) (a:$5:1): 6 0.84 (t, J = 7.4 Hz, 0.6 H, -CH3(But)p) 0.87 (t, J 
= 7.3 Hz, 3H, -CH3(But)a), 1.25-1.36 (m, 2.4 H, -CH2 (But)a,p), 1.46-1.55 (m, 2.4 H, -CH2 
(But)a,p), 2.02 (s, 3H, -CH3), 2.04 (s, 3.6 H, -CH3), 2.04 (s, 3.6H, -CH3), 3.36-3.44 (m, 1.2 H, OCH2 
(But)a,P), 3.61-3.59 (m, 1.2 H, OCH2 (But)a,p), 4.12 (dd, J 7.7 Hz, J 2= 11.4 Hz, 0.2 H, H-5p), 
4.14-4.19 (m, 2.2 H, H-5a,H-4a,P), 4.34 (dd, J 4.4 Hz, J 2= 11.4 Hz, 0.2 H, H-5p), 4.36 (dd, J 
5.5 Hz, J2= 14.0 HZ, 1 H, H-5a), 4.90-4.92 (m, 1 H, H-3a), 4.93 (dd, J= 4.5, J = 6.6 Hz, 0.2 H, H- 
2p),4.96(s, l H ,  H-la), 5.01(dd, J1=0.4Hz, J2= 1.6Hz,1 H, H-Za), 5.20(d,J=4.5 Hz,0.2 H, H- 
1p),5.28(dd,Jl=4.5Hz,J2=6.6Hz,0.2H, H-3p). 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 13.69 (-CH3 (But)), 13.74 (-CH3 (But)), 19.11 (- 
CHz(But)), 19.17 (-CHz(But)), 20.47 (-CH3), 20.66 (-CH3), 20.71 (-CH3), 20.73 (-CH3), 20.88 (-CH3), 
31.33 (CH2 (But)), 31.37 (CH2 (But)), 60.25 (Cda), 63.32 (C-5P), 67.25(OCH2(But)), 
69.16(OCHz(But)), 76.04 (C-3P), 77.04 (C-2P), 77.21 (C-Za), 78.58 (C-4P), 80.12 (C-2a), 81.29 
(CBa), 100.60 (C-lP), 105.51 (C-la), 169.60 (CO), 170.01 (CO), 170.02 (CO), 170.30 (CO), 
170.33 (CO), 170.05 (CO). 
Capitulo 2 - Patte experimental 
Mr: 332 
Rf: 0.64 en Hexano/AcOEt 3:l. 
Rendimiento: 40 % 
(a:$l:l.3). 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6 0.84 (m, 6.9 H, -CH3(But)), 1.35-1.23 (m, 4.6 H, -CH2 
(But)), 1.51-1.43 (m, 4.6 H, -CH2 (But)), 2.00 (s, 3.9 H, -CH3), 2.01 (s, 3H, -CH3), 2.02 (s, 3H, -CH3), 
2.02 (s, 3H, -CH3), 2.03 (s, 3.9 H, -CH3), 2.03 (s, 3.9H, -CH3), 3.31-3.37 (m, 2.3 H, CH2 (But)), 3.62- 
368 (m, 2.3 H, CH2 (But)), 4.05 (dd, Jl= 4.4 Hz, J2= 12.0 Hz, 1 H, H-5a), 4.214.12 (m, 3.6 HI H- 
5aJP), 4.394.42 (m, lH, H&), 4.484.52 (m, 1.3 H, H-4B), 4.88 (dd, Jl = 4.5 Hz, J2= 5.8 Hz, lH, 
H-2a), 4.89 (s, 1.3 H, H-I$), 5.02 (d, Jl= 1.5 Hz, 1.3 H, H-2$), 5.19 (d, J1= 4.5 Hz, lH, H-la), 5.25 
(ddj Jl= 1.5 Hz, J2= 6.0 HZ ,1.3 H, H-3$), 5.46 (t, J1= 6.1 Hz, lH, H-3a). 
Espectro de 1 3 ~  RMN (C13CD, 125 MHz): 6 13.59 (-CH3 (But)), 13.77 (-CH3 (But)), 19.11 (- 
CHz(But)), 19.18 (-CHz(But)), 20.48 (-CH3), 20.58 (-CH3), 20.60 (-CH3), 20.71 (-CH3), 20.75 (-CH3), 
20.79 (-CH3), 30.97(CH2 (But)), 31.43 (CH2 (But)), 61.88 (C-5$), 63.19 (C-5a), 67.81,68.27(-OCH, 
(But)a,g), 73.27, 74.81,76.61 (C-2a, C-3a, C 4 ) ,  77.94,79.46, 80.73(C-2P, C-3P, C-4P), 98.98 
(C-la), 105.85 (C-I$), 169.42 (CO), 169.76 (CO), 170.17 (CO), 171.21 (CO), 170.43 (CO), 170.51 
(CO). 
2.3.1.3- Sintesis de 3 .5d i -0 -acet i l -1 .2 -Oiw~rod l idena-D  
Mr: 190 
Rf: 0.44 en AcOEt 
Rendimiento: 63 % 
Se afiadid a una solucion de 1 g de xilosa (6.66 mmol) en 20 ml de acetona 
previamente destilada, 0.2 ml de H2SOz (c) y CuS0, anh. (2 g, 0.0127 mmol). Esta solucion se 
agit6 a temperatura ambiente por 48 h. La reacci6n se sigui6 por c.c.d., y se mantuvo la 
agitaci6n hasta desaparici6n del material de partida. Luego, la mezcla de reacci6n fue 





















neutralizada con 1 ml de NaOH 1 M y 0.4 g de NaHC03. Las sales insolubles fueron removidas 
por filtration y el filtrado fue concentrado bajo presibn reducida a un aceite obteniendose, de 
esta forma, la 1,2;3,5-di-0-isopropiliden-a-D-xilofuranosa. Posteriormente se disolvio el crudo 
de reacci6n en MeOH y se aiiadio 8 ml de una soluci6n acuosa de HCI 2 % v/v. Esta soluci6n se 
mantuvo bajo agitacidn por 24 h a temperatura ambiente. Una vez concluida la reacci6n 
(c.c.d), se neutralizo la soluci6n con TEA y se evapor6 a presi6n reducida. El compuesto (8) se 
purific6 en una columna de silica gel, obteniendose la xilosa protegida, con un 63 % de 
rendimiento (0.8 g) 
Espectro de 'H RMN (MeOD, 500 MHz): 6 1.31 (s, 3H, -CH3(iPr)), 1.47 (s, 3H, CH3(iPr)), 3.77 (dd, 
J1 = 6.2 Hz, J2 = 11.5 Hz, lH, H-5), 3.82 (dd, J1 = 4.8 Hz, J2 = 11.5 Hz, lH, H-5), 4.15-4.19 (m, 2H, H- 
4,3), 4.47 (d, Jl= 3.6 HZ, lH, H-1), 5.89 (d, J =3.6 HZ, 1H, H-2). 
Espectro de 13c RMN (MeOD, 125 MHz): 6 25.48 (CH3 (iPr)), 27.06 (-CH3(iPr)), 60.83 (C-5), 
75.57,82.13,86.56 (C-2, C-3, C-4), 105.96 (C-1), 112.48 (C(iPr)). 
Mr: 274 
Rf: 0.47 en Hexano: AcOEt 1:l 
Rendimiento: 87 % 
La 1,2-0-isopropiliden-a-D-xilofuranosa (0.8 g, 4.2 mmol) se disolvid en Py. anh. 
(30ml). Luego, se agrego a la soluci6n, anhidrido acetic0 previamente destilado (4.4 ml, 33 
mmol) y cantidades cataliticas de DMAP. La mezcla se dej6 a temperatura ambiente con 
agitacidn toda la noche y fue, posteriormente concentrada bajo presidn reducida a sequedad. 
El  compuesto 9 se purifico por cromatografia en columna de silica gel, obteniendose la 
xilosa diacetildada, con un 87 % de rendimiento (1 g). 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 1.08 (s, 3H, -CH3(iPr)), 1.27 (s, 3H, CH3(iPr)), 1.82 (s, 
3H, -CH3), 1.86 (s, 3H, -CH3), 3.92 (dd, Jl= 7.1 HZ, J2= 11.6 HZ, lH, H-5), 4.04 (dd, Jl = 5.0 HZ, J2= 
11.6 Hz lH, H-5), 4.20-4.23 (m, lH, Ha), 4.30 (d, J = 3.7 Hz, lH, H-1), 5.00 (d, J= 3.1 Hz, lH, H- 
3), 5.70 (d, J =3.7 HZ, lH, H-2). 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 19.85 (-CH3 (AcO)), 19.93 (-CH3 (AcO)), 25.50 (-CH3 
(iPr)), 25.98 (-CH3(iPr)), 60.68 (C-5), 75.43 (C-3)) 76.12 (C-2), 82.74(C-4), 104.28 (C-1), 111.42 
(C(iPr)), 168.84 (CO), 169.68 (CO). 
2.3.2- Sintesis auimioenzimiitica de furanosas diacetiladas - reacciones enzimsticas de 
desacetilaci6n 
2.3.2.1- Reacciones de desacetilacidn enzimiitica utilizando la enzima CRL c o m ~  
biocatalizador 
Procedimiento general para la desacetilaci6n enzimdtica utilizando CRL 
Una solucicin del furan6sido acetilado (1 g) en DMF (11 mi) se mezcl6 con buffer 
fosfato de sodio 0.1 M pH 7 (110 ml) y luego se aliadio la CRL a la mezcla de reacci6n. La 
mezcla se agito a 37 'C con agitacidn orbital de 200 rpm y la reaccion se siguici por c.c.d, hasta 
conversidn mdxima. La mezcla de reaccicin se extrajo con AcOEt (3xl30ml). Se sec6 la fase 
orgdnica con Na2SO4 anhidro y se evapor6 a sequedad. El residuo resultante fue purificado por 
cromatografia en columna de silica gel. 
De esta forma se obtuvieron 10s siguientes wmpuestos: 
AcO OAc 
Mr: 248 
Rf: 0.24 en Hexano/AcOEt 1:l 
Rendimiento: 75% 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6 1.87 (s, 3H, -CHd, 1.92 (s, 3H, -CH3), 3.23 (s, 3H, -CH3), 
3.46 (dd, J l =  4.8 HZ, J2= 11.9 HZ, 1H, H-5'), 3.57 (dd, Jl = 3.6 HZ, J2= 11.9 HZ, 1H, H-S), 4.00-4.12 
(m, lH, H-4), 4.73 (d, J,= 1.4 Hz, lH, H-1), 5.02 (dd, J1= 1.4 Hz, J2= 5.2 Hz, lH, H-2), 5.12 (t, J = 
5.6 HZ, lH, H-3). 
Espectro de 1 3 ~  RMN (CI3CD, 125 MHz): 6 20.00 (-CH3), 54.99 (OCH,), 62.52 (C-5), 71.01 (C-2), 
74.54 (C-3), 81.59 (C4), 105.84 (C-1), 169.28 (CO), 169.56 (CO). 
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Rf: 0.25 en Hexano: AcOEt 6:4 
Rendimiento: 80 % 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 2.15 (s, 3H, -CH3), 2.15 (s, 3H, -CH3), 3.46 (s, 3H, - 
OCH3), 3.82 (dd, J l=  3.3 HZ, J2 = 12.0 HZ, lH, H-5')) 3.87 (dd, Jl = 3.2 HZ, J2 = 12.0 HZ, lH, H-5), 
4.15 (m, lH, H-4), 4.97 (dd, Jl = 4.4 Hz, J2 = 7.4 Hz, lH, H-2), 5.15 (d, J = 4.4 Hz, lH, H-1), 5.21 
(dd, Jl= 3.5 HZ, J2= 7.4 HZ, 1H, H-3). 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.62(-CHs), 20.93(-CH3), 55.59 (OCH3), 62.33 (C-5), 
70.02 (C-2), 71.22 (C-3), 82.40 (C-4), 101.62 (C-1), 170.01 (CO), 170.82(CO). 
Mr: 248 
Rf: 0.21 en Hexano/AcOEt 1:l 
Rendimiento: 70% 
(a:B2:1) 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz) (a:B 2:l): 6 2.10 (s, 3 HI -CH3a), 2.10 (s, 1.5H, -CH3P), 
2.11 (s, 3 H, -CH3a), 2.12 (s, 1.5 H, -CH3P), 3.40 (s, 3H, -CH3a), 3.41 (s, 1.5 H, -CH3P), 3.77-3.82 
(m, 2 H, H-5a,$), 3.90 (dd,J1=4.1 Hz, J2= 12.0H2, 1 H, H-5a),4.03 (q, J=4.8 Hz, 0.5 HI H4P), 
4.09-4.12 (rn, 1 H, H4a), 4.92 (s, 1 H, H-la), 4.03 (dd, J I= 1.6 Hz, J 2= 5.3 Hz, 1 H, H-3a), 5.07 
(dd, J1=4.6 Hz, J2=6.6 Hz, 0.5 H, H-2P), 5.09(d, J= 1.6 Hz, 1 H, H-2a), 5.11 (d, J=4.6Hz,0.5 H, 
H-lp), 5.34 (dd, J I= 4.8 HZ, J 2= 6.6 HZ, 0.5 H, H-3B). 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.00 (-CH3), 54.69 (OCH3P), 55.67 (OCH3a), 61.84 (C- 
5p), 63.98 (C-5a), 76.99 (C-Za), 77.06 (C-2P), 77.16 (C-3a), 81.55 (C-3P), 82.09 (C-4a), 82.81 
(C-4P), 100.74 (C-la), 106.49 (C-lp), 169.28 (CO), 169.56 (CO). 
Capitulo 2 - Parte experimental 
Mr: 248 
Rf: 0.35 en Hexano: AcOEt 1:l 
Rendimiento: 54 % 
(a:p3:2) 
La desacetilaci6n del metil 2,3,5-tri-O-acetil-a,&D-xilofuran6sid0, utilizando CRL como 
biocatalizador, dio el metil 2,s-di-O-acetil-a,$-D-xilofuran6sidos como mezcla anombrica, con 
un rendimiento de 54 %. (a$ 3:2). En este caso se pudieron separar cromatogr6ficamente 
pequeAas fracciones de 10s an6meros puros, para asi faciltar la asignacibn espectrosc6pica, 
que se presentad por separado. 
Andmero 6 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 2.06 (s, 3H, -CH3), 2.08 (s, 3H, -CH3), 3.40 (s, 3H, 
OCH3), 4.18 (m, 1 HI H-3), 4.23 (dd, Jl= 6.9 Hz, J2= 11.4 HZ, 1H, H-5), 4.38-4.41 (m, lH, H-4), 
4.44 (dd, Ji= 4.5 HZ, J2= 11.4 HZ, lH, H-5)) 4.91 (s, 1 H, H-1), 4.99 (dl J = 1.3 Hz, lH, H-2). 
Espectro de 13c RMN (CI3CD, 125 MHz): 6 20.72 (-CH3), 20.91 (-CH3), 55.45 (OCH3), 63.68 (C-5), 
74.25 (C-3)) 80.93,81.97 (C-2,C-4), 106.49 (C-1), 169.88 (CO), 170.86 (CO) 
Andmero a 
Espectro de IH RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 2.08 (s, 3H, -CH3), 2.12 (s, 3H, -CH3), 3.38 (s, 3 H, 
OCH3), 4.17 (dd, Jl= 5.8 Hz, J2= 12.0 Hz, lH, H-5), 4.30-4.33 (m, lH, H-4), 4.45 (dd, J1= 4.1 Hz, J2 
= 12.0 HZ, lH, H-5), 4.48 (dd, J1= 5.5 HZ, J2= 6.6 HZ, lH, H-3)) 4.85 (dd, Jl=4.4 HZ, J2= 5.5 HZ, 
lH, H-2), 5.07 (dl J1= 4.4 HZ, 1H, H-1) 
Espectro de *C RMN (CIBCD, 125 MHz): 6 20.72 (-CH3), 20.95 (-CH3), 55.61 (OCH3), 62.86 (C-5), 
73.73 (C-3), 75.57 (C-2), 80.72 (C-4), 100.41 (C-1), 171.17 (CO), 171.45 (CO) 
Mr: 248 
Rf: 0.20 en Hexano: AcOEt 6:4 























Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz) (a$ 5:l): 6 2.06 (sf 3 H, -CH,a), 2.07(s, 0.6 H, -CH,P), 
2.07 (s, 3 H, CH3a), 2.08 (s, 0.6 H, -CH3P), 3.37 (sf 3 H, CH3a), 3.38 (sf 0.6 H, CH3P), 3.70 (dd, J I= 
5.0 Hz, J Z= 11.8 Hz, 0.2 H, H-5P) 3.75-3.79 (m, 1.2 H, H-5a,P), 3.85 (dd, J 3.5 Hz, J 2= 12.0 Hz, 
1 H, HSa), 3.99-4.00 (m, 0.2 H, Hap), 4.05-4.09 (m, 1 H, H-4a), 4.88 (s, 1 H, H-la), 4.99 (dd, J 
I= 0.6 Hz, J2= 1.7 Hz, J3= 5.3 Hz, 1 H, H-34, 5.03 (dd, Ji= 4.6 Hz, J2= 6.6 Hz, 0.2 H, H-2P), 5.06 
(dd, J1= 0.4 Hz, J 2= 1.7 Hz, 1 H, H-2a), 5.08 (d, J = 4.6 Hz, 0.2 H, H-lP), 5.31 (dd, J I= 4.8 Hz, J Z= 
6.6 HZ, 0.2 H, H-3P). 
Espectro de 13c RMN (CI3CD, 125 MHz): 6 20.41 (-CH3), 20.57 (-CH,), 20.63 (-CH,), 20.65 (-CH,), 
54.65 (OCH3a), 55.58 (OCH3P), 61.76 (C-Sa), 64.02 (C-5P), 75.77 (C-3P), 77.02 (C-3a), 77.10(C- 
2P), 81.62 (C-Za), 81.98 (C-4P), 82.83 (C-44, 100.79 (C-lP), 106.51 (C-la), 169.73 (CO), 
170.25 (CO), 170.44 (CO), 170.75 (CO). 
Mr: 232 
Rf: 0.33 en Hexano: AcOEt 1:l 
Rendimiento: 95 % 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 1.33 (sf 3H, -CH3(iPr)), 1.51 (s, 3H, CH3(iPr)), 2.12 (sf 
3H, -CH3), 4.14 (sa, lH, H-3), 4.18 (dd, 11 = 5.4 Hz, 12 = 11.5 Hz, lH, H-5), 4.28-4.25 (m, lH, H-4), 
4.51 (dd, J1= 7.0 Hz, J2 = 11.5 Hz, lH, H-5), 4.56 (d, J = 3.6 Hz, lH, H-1), 5.93 (d, J =3.6 Hz, lH, 
H-2). 
Espectro de 13c RMN (CI3CD, 125 MHz): 6 20.87 (-CH3(AcO)), 26.17 (-CH3(iPr)), 26.78 (-CH3(iPr)), 
61.22 (C-5), 74.52 (C-3), 78.29 (C-2), 85.06 (C-4)) 104.74 (C-1), 111.89 (C(iPr)), 171.94 (CO). 
Capitulo 2 - Parte experimental 
2.3.2.2- Reacciones de desacetilaci6n enzimitica utilizando teiido vegetal (Muso 
sa~ientvm) como biocatalizador 
Procedimiento general para la desacetilaci6n enzimatica utilizando tejido vegetal (trozos de 
banana) 
Se cortaron cubos de banana ecuatoriana Mum sapienturn, variedad Cavendish, con 
un coeficiente de maduraci6n de aproximadamente 1.80,' accesible en comercios. Estos cubos 
de menos de 1 cm3, fueron lavados sucesivamente con una soluci6n acuosa 1 % en NaCIO, 
agua destilada, etanol, agua destilada nuevamente y una soluci6n de buffer fosfato 100 mM, 
pH=7. Para la reacci6n de desacetilacibn, se tomaron 10 g de 10s cubos de banana pre tratados 
y se 10s resuspendid en 10 ml de buffer fosfato 100 mM (pH=7). Separadamente, el sustrato 
(0.3 mmol) se disolvi6 en 1 ml de DMF o AcOEt, dependiendo del experimento. La reacci6n 
comenzd con el mezclado de la solucidn y la suspensi6n de banana, y la mezcla de reaccidn se 
agit6 en un agitador reciproco (37eC, 200 rpm) hasta conversi6n mixima a producto. Una vez 
concluida la reaccidn, la mezcla fue centr'hgada (5 min, 3000 rpm) y el sobrenadante se 
extrajo con AcOEt, se sec6 con Na2S04(s) anhidro, y finalmente, se filtr6 y concentr6 por 
evaporaci6n del solvente a presi6n reducida. Las mezdas crudas de reaccidn fueron estudiadas 
mediante anilisis por RMN y luego se purificaron por cromatografia en columna de silice gel 
utilizando mezclas de hexano: AcOEt como sohrente de eluci6n. Se realizaron, asimismo, 
experimentos de control de hidrolisis en ausencia de biocatalizadores, recuperando en todos 
10s casos la cantidad inicial de producto acetilado. 
De esta forma se obtuvieron 10s siguientes compuestos: 
La desacetilacion utilizando trozos de banana como biocatalizador, del metil 2,3,5-tri- 
0-acetil-a-D-ribofuran6sido dio como lSnico producto el metil 2,3di-0-acetil-a-D- 
ribfuranbsido, con un rendimiento de aproximadamente 99%. Las asignaciones espectrales 
son identicas al producto 10a, obtenido por desacetilaci6n enzimitica utilizando la CRL. 
Bailey, M.; J. Am. them. Soc., 1912,36,1706 
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Metil 2.3-di-0-acetil-0-D-ribofuranosido (lob), metil 2.5-di-0-acetil-0-D-ribofuranoside 114bL 
metil3.5-di-0-acetil-0-D-ribofuranosido I15b): 
La desacetilacion utilizando trozos de banana como biocatalizador del metil2,3,5-tri-0- 
acetil-$-D-ribofuranosido dio 10s tres posibles productos de desacetilacion de forma 
equimolar, con un rendimiento global de 59%. Los productos obtenidos no pudieron 
separarse, obteniendose como una mezcla luego de la purificaci6n por cromatografia en 
columna. 
Metil3.5-di-0-acetil-a.0-D-arabinofuranosido (17a. 17bl: 
Mr: 248 
Rf: 0.22 en Hexano: AcOEt 1:l 
Rendimiento: 30 % 
La desacetilacion utilizando trozos de banana como biocatalizador a conversiones 
bajas, del metil 2,3,5-tri-0-acetil-a,P-D-arabinofuranbsido dio como producto mayoritario el 
metil3,S-di-0-acetil-a,p-D-arabinofuranosido, con un rendimiento de aproximadamente 30%. 
A mayores conversiones se obtuvieron mezclas de este producto junto con varios productos 
monodesacetilados del andmero a. 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6 2.09 (s, 3H, -CH3), 2.10 (s, 3H, -CH3), 2.11 (s, 3H, -CH3), 
2.12 (s, 3H, -CH3), 3.40 (s, 3H, -OCH3), 3.47 (s, 3H, -OCH3), 4.09-4.12 (m, 1 H, H-4a), 4.12 (sa, 1 
H, H-2a), 4.17 (dd, J1 = 7.1 Hz, J2 = 11.5 Hz, lH, H-5p), 4.23-4.28 (m, 3 H, H-4,-2$,-5a), 4.35 (dd, 
J1 = 4.0 HZ, J2= 11.4 Hz, lH, H-Sa), 4.37 (dd, Jl= 4.0 Hz, J2= 11.5 HZ, 1H, H-5$), 4.66 (dd, Jl= 2.4 
Hz, J2 = 6.1 Hz, lH, H-3a), 4.89 (d, J = 4.6 Hz, 1H, H-lp), 4.91 (s, 1 H, H-la), 5.05 (dd, J, = 5.1 Hz, 
J2= 6.2 HZ, lH, H-3P). 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.78 (-CH3), 20.76 (-CH3), 20.85 (-CH3), 20.89 (-CH3), 
55.14 (OCH3a), 55.56 (OCH3$), 63.32 (C-5a), 65.43 (C-5$), 76.57 (C-2$), 78.92 (C-2a), 79.28 (C- 
3p), 79.41 (C-4$), 81.05 (C-3a), 81.22 (C-4a), 102.40 (C-1$),108.95 (C-la) 170.63 (CO), 170.69 
(C0),170.95 (CO), 171.79(CO). 
Capitulo 2 - Parte experimental 
18 bC 19 OH 
La desacetilaci6n utilizando trozos de banana como biocatalizador del metil2,3,5-tri-0- 
acetil-a,$-D-xilofuran6sido produjo una mezcla de los siguientes productos: metil 3,s-di-0- 
acetil-$-D-xilofuran6sido y metil 2,s-di-0-acetil-a-D-xilofuran6sid0, con un rendimiento global 
de aproximadamente 43%. (a:p5.3:3.8). Se pudieron separar cromatograficamente pequeflas 
porciones de 10s is6meros puros, facilitdndose de esta manera la asignacibn espectrosc6pica. 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6 2.08 (s, 3H, -CH3), 2.10 (s, 3H, CH,), 3.40 (s, 3H, 
OCH3), 4.16 (m, 1 HI H-2), 4.20 (dd, Jl = 7.3 Hz, J2 = 11.6 HZ, 1H, H-5), 4.32 (dd, J1 = 4.7 HZ, Jz = 
11.6 Hz, lH, H-5), 4.57-4.61 (m, lH, H-4)) 4.87 (dl J = 1.4 Hz, 1 HI H-1), 5.06 (dd, Jl= 2.3 Hz, Jz= 
6.2 HZ, lH, H-3)) 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.71 (-CHo), 20.78 (-CH3), 55.53 (OCH3), 63.33 (C-5), 
77.34 (C-3), 78.78 (C-2), 80.11 (C4), 109.20 (C-1), 170.75 (CO), 171.10 (CO) 
Las asignaciones espectrales del metil 2,5di-O-acetil-a-D-xilofuran6sido son identicas 
al product0 obtenido por desacetilaci6n enzimdtica d d  metil2,3,5-tri-0-acetil-D-xilofuran6sido 
(anbmero a, compuesto 12) utilizando la enzima comercial CRL. 
La desacetilacion utilizando trozos de banana como biocatalizador del metil2,3,5-tri-0- 
acetil-a,$-D-xilofuran6sido dio una mezcla de 10s productos: butil 3,s-di-0-acetil-$-D- 
xilofuran6sido y butil2,S-di-0-acetil-a-D-xilofuran6sido con un rendimiento global de 72%. Los 
isomeros no pudieron separane completamente por metodos cromatogr8ficos, obtenibndose 
el anomero $ puro en gran proporci6n (32 %). 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 0.93 (t, J = 7.25 Hz, 3H, -CH3(But)), 1.41-1.33 (m, 2H, - 
CH2 (But)), 1.59-1.53 (m, 2H, -CH2 (But)), 2.09 (s, 3H, -CH3), 2.10 (s, 3H, -CH3), 3.42 (dt, Jl = 6.6 
HZ, 12 = 9.5 HZ, lH, CH2 (But)), 3.73 (dt, Jl = 6.9 HZ, J2 = 9.4 HZ, lH, CH2 (But)), 4.17 (d, Jl = 2.18 
HZ, lH, H-2), 4.20 (dd, J1 = 7.9 HZ, J2 = 11.5 HZ, 1H, H-5), 4.32 (dd, J1= 4.5 HZ, J2= 11.5 HZ, lH, H- 
5), 4.59-3.56 (rn, lH, H-4), 4.91 (d, Jl= 1.4 Hz, lH, H-1), 5.05 (dd, Jl= 2.2 Hz, J2= 6.1 Hz, lH, H- 
3). 
Espectro de RMN (CI3CD, 125 MHz): 6 13.47 (-CH3 (But)), 19.11 (-CH2(But)), 20.67 (-CH3), 
20.77 (-CH3), 31.54 (CH2 (But)), 63.40 (C-5), 67.96 (OCH2(But)), 77,22 (C-3), 78.88 (C-2), 80.06 
(C-4), 107.92 (C-1), 170.73 (CO), 171.14 (CO). 
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Rf: 0.33 en Hexano: AcOEt 8:3 
Rendimiento: 32 % 
Mr: 290 
Rf: 0.28 en Hexano: AcOE8:3 
Rendimiento: 40 % (a y B) 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 0.89 (t, J = 7.4 Hz, 3H, -CH3(But)), 1.30-1.39 (m, 2H, - 
CH2(But)), 1.49-1.56 (m, 2H, -CH2(But)), 2.09 (s, 3H, -CH3), 2.12 (s, 3H, -CH3), 3.38-3.46 (m, lH, 
CH2 (But)), 3.69-3.73 (m, lH, CH2 (But)), 4.16 (dd, Jl = 5.7 Hz, J2 = 12.0 Hz, lH, H-5), 4.29-4.34 
(m, lH, H-3), 4.47 (dd, J1= 4.4 Hz, J2 = 12.0 Hz, lH, H-5), 4.53-4.49 (m, lH, H-4),4.79 (dd, Jl = 4.7 
HZ, J2= 5.2 HZ, lH, H-2), 5.19 (d, J1= 4.5 HZ, lH, H-1), 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 13.80 (-CHa (But)), 19.18 (-CH2(But)), 20.72 (-CH3), 
21.01 (-CH3), 31.52 (CH2 (But)), 62.86 (C-5), 68.93 (OCH2(But)), 73.80 (C-3), 75.43 (C-2), 80.72(C- 
4), 99.45 (C-1), 171.16 (CO), 171.34 (CO) 
90 Capitulo 2 - Parte experimental 
La desacetilacion utilizando trozos de banana como biocatalizador, del3,5-di-0-acetil- 
1,2-0-isopropiliden-a-D-xilofuranosa dio como rSnico producto el 5-0-acetil-1,2-0- 
isopropiliden-a-D-xilofuranosa, con un rendimiento del 87%. Las asignaciones espectrales son 
identicas al producto 26, obtenido por desacetilaci6n enzimhtica utilizando la enzima 
comercial CRL. (8.3.2.1) 
2.3.3- Sintesis del ~recunor del 3-amino-3desoxi-D-ribofuranosa 5-fofato v/o 3-azido-3- 
desoxi-D-ribofuranosa 5-fofato 
Mr: 386 
Rf: 0.4 Hexano: AcOEt 8:3 
Rendimiento: 69 % 
A una solucion de 5-0-acetil-1,2-0-isopropiliden-a-D-xilofuranosa (26, 0.49 g, 2.16 
mmol) en 1 ml de THF anh., se aiiadid 0.08 ml de Py. (9.72 mmol) y 1.2 equivalents de la base 
fuerte, BDDDP (0.07 g). Esta solucion se enfri6 a 0 "C y se aiiadid cloruro de p-toluensulfonilo 
(p-TsCI, 0.16 g, 8.64 mmol). La reacci6n se sigui6 por c.cd. Luego de 5 h de reaccion, la 
solucion se neutralizo mediante el agregado de 1 ml de HCI 5%. Finalmente, la mezcla de 
reaccion neutralizada se disolvio en diclorometano (9 ml) y se extrajo secuencialmente como 
se cita a continuaci6n: 5% HCI (3 x 10 ml), 5 % NaHC03 (3 x 10 ml) y agua destilada (3 x 10 ml). 
El  extract0 se sec6 con Na2S04 (solido) y evapor6 a sequedad. El residuo resultante fue 
purificado por cromatografia en columna de silica gel (Hexano: AcOEt 8:3). Se obtuvo asi, el 
producto 28a (0.57 g, 69% de rendimiento). 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 1.31 (s, 3H, -CH3(iPr)), 1.49 (s, 3H, CH3(iPr)), 1.97 (s, 
3H, -CH3), 2.47 (s, 3H, CH3(Bn)), 4.06 (dd, Jl= 5.5 Hz, J2= 11.5 Hz, lH, H-5), 4.15 (dd, Jl= 6.8 Hz, 
J 2 =  11.5 Hz, lH, H-5), 4.40-4.43 (m, lH, H-4), 4.73 (d, J = 3.6 Hz, lH, H-1), 4.86 (d, J = 2.7 Hz, lH, 
H-3), 5.95 (dl J =3.6 Hz, lH, H-2), 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 2 H, aromat), 7.82 (d, J = 8.2 Hz, 2 H, 
aromat) 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.59 (-CHs (AcO)), 26.15 (-CH3 (iPr)), 26.53 -CH3(iPr)), 
60.92 (C-5), 76.46 (C-3)) 81.49 (C-2), 83.10 (C-4), 104.81 (C-1), 112.53 (C(iPr)), 127.92, 130.07 , 
145.56 (aromat.), 170.24 (CO). 
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Rf: 0.33 Hexano: AcOEt 8:3 
Rendimiento: 70 % 
Se enfrid una solucidn de 5-0-acetil-1,2-0-isopropiliden-a-D-xilofunosa (26, 0.275 g, 
1.18 mmol) en 6 ml de CH2C12 y 0.17 ml de Py. (20.54 mmol) a -35 "C. Una vez alcanzada la 
temperatura se afiadid S02C12 (0.12 mi, 1.52 mmol), y se dejd avanzar la reaccidn por 0.5 hs. 
Luego se afiadid 1H-imidazol (0.76 g, 10.60 mmol), y se elevd la temperatura de reacci6n a T. 
amb. La reaccidn se siguid por c.c.d., hasta desaparicidn del reactivo de partida (16 h). La 
mezcla de reaccidn se disolvid en diclorometano (10 ml) y se extrajo de NaHC03 y agua, 
secuencialmente. El  extract0 se secd con Na2S04 y evapor6 a sequedad. El  residuo resultante 
fue purificado por cromatografia en columna de silica gel (Hexano: AcOET 1:l). Se obtuvo asi, 
el product0 28b (0.30 g, 70 % de rendimiento). 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6 1.24 (s, 3H, -CH3(iPr)), 1.43 (s, 3H, CH3(iPr)), 1.96 (s, 
3H, -CH3), 3.98 (dd, Ji= 6.8 HZ, Jz= 11.4 HZ, lH, H-5), 4.24 (dd, J1= 6.1 HZ, J2= 11.4 HZ lH, H-5), 
4.38-4.41 (m, lH, H-4), 4.49 (dl J = 3.7 Hz, lH, H-1), 4.88 (dl J = 2.8 Hz, lH, H-3), 5.91 (d, J =3.7 
Hz, lH, H-2), 7.16 (sa, 1 HI aromat), 7.35 (sa, 1 H, aromat), 7.988(s, 1 HI aromat). 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.52 (-CH3 (AcO)), 26.33 (-CH3 (iPr)), 26.87 (- 
CH3(iPr)), 59.73 (C-5), 75.87 (C-3), 82.28 (C-2), 85.66 (C-4), 104.62 (C-1), 112.97 (C(iPr)), 
117.87, 131.70 , 136.93 (aromat.), 170.09 (CO). 
Capitulo 2 - Parte experimental 
Mr: 257 
Rf: 0.6 Hexano: AcOEt 1:l 
Rendimknto: 43 % 
A una solucidn del 5-0-acetil-3-0-imidazoilsulfonil-1,2-O-isopropiliden-a-D- 
xilofuranosa (28b, 0.3g, 0.83 mmol) en DMF (18 ml), se agregaron 15 equiv. de azida s6dica 
(0.80 g, 12.45 mmol), y se calentd a 70 'C par 3 dias. La mezcla de reaccidn se evapord a 
presidn reducida, el residuo se disolvid en diclorometano (10 ml) y se extrajo con agua. El 
extract0 se sec6 con Na2S0, y se evapord a sequedad. El residuo resultante fue purificado por 
cromatografia en columna de silica gel, obtenibndow asi, el product0 29 (0.095 g, 43% de 
rendimiento). 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 1.29 (s, 3H, -CH3(iPr)), 1.50 (s, 3H, CH3(iPr)), 2.02 (s, 
3H, -CH3), 3.28 (dd, J1= 4.2 HZ, J2= 9.5 HZ, 1M, H-3), 3.98 (dd, JI= 4.9 HZ, Jz= 12.0 HZ, lH, H-5), 
4.16-4.19 (m, lH, Ha), 4.32 (dd, Jl= 2.8 Hz, J2 = 12.0 Hz, 1H, H-5), 4.67 (ta, J = 4.1 Hz, lH, H-2), 
5.74 (d, J ~ 3 . 6  HZ, 1H, H-1). 
Espectro de *C RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.70 (CH3 (AcO)), 26.32 (-CH3 (iPr)), 26.37 (- 
CH3(iPr)), 61.19 (C-5), 62.48 (C-3), 75.48 (C-2), 79.87 (C-4), 104.16 (C-1), 113.29 (C(iPr)), 170.09 
(CO). 
Mr: 215 
Rf: 0.48 Hexano: AcOEt 1:l 
Rendimiento: 100 % 
Se disolvid el 5-0-acetil-3-azido-3-desoxi-1,2-O-isopropiliden-a-D-ribofuranosa (29, 
0.095 g, 0.35 mmol ) en 1.2 ml de MeOH, y re aAadi6 a esta solucidn 0.06 g de K2C03, 
agitdndose la mezcla a temperatura ambiente por 8 h. hasta determinar su finalizacidn por 
c.c.d. La mezcla de reaccidn se evapor6 a presidn reducida, se disohrid en diclorometano (10 
ml) y se extrajo con agua. El extracto se sec6 con NazS04 y se evapor6 a sequedad. El  residuo 
resultante fue purificado por cromatografia en columna de silica gel (Hexano: AcOEt 1:1), 
obten'i~ndose asi, el producto 30 (0.075 g, 100%). 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6 1.31 (s, 3H, -CH3(iPr)), 1.51 (sf 3H, CH3(iPr), 3.50 (dd, Jl 
=4.2 HZ, J2=9.7 HZ, lH, H-3), 3.64 (dd, J1= 2.8 HZ, J2= 12.7 HZ, lH, H-5), 3.92 (dd, Jl= 2.2 HZ, J2 
= 12.7 Hz, lH, H-5), 4.054.08 (m, lH, H-4)) 4.69 (ta, J = 4.1 Hz, lH, H-2)) 5.75 (d, J =3.6 Hz, lH, 
H-1). 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 26.32 (-CH3(iPr)), 26.54 (-CH3(iPr)), 59.35 (C-5), 60.10 
(C-3), 78.18 (C-2)) 80.13 (C4), 104.60 (C-1), 113.20 (C(iPr)). 




























M r: 447 
Rf: 0.78 Hexano: AcOEt 8:3 
Rendimiento: 68 % 
El  compuesto 30 seco (0.075 g, 0.35 mmol) fue disuelto en diclorometano (1.5 ml) y 
TEA (0,l ml, 0.70 mmol) y la solucion se enfri6 a -10 "C. A esta soluci6n se le afiadi6, con 
agitation, el reactivo fosforilante difenil clorofosfato (0.18 ml, 1.23 mmol). Se agito esta 
soluci6n por 8 h a temperatura ambiente, hasta desaparicion del sustrato. Luego se aiiadio a la 
solucion, diclorometano (10 ml) y se extrajo secuencialmente como se cita a continuacibn: HCI 
0.5 M (3 x 10 ml), NaHC03 5 % (3 x 10 ml) y agua destilada (3 x 20 ml). El  extracto se sec6 con 
Na2S04 y se evaporo a sequedad. El fosfato 33 fue purificado por cromatografia en columna de 
silica gel (Hexano: AcOEt 1:1), para asi obtener el producto puro con un 68 % de rendimiento ( 
0.11 g). 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6 1.35 (s, 3H, -CH3(iPr)), 1.55 (s, 3H, CH3(iPr), 3.49 (dd, J1 
= 4.6 HZ, J2= 9.6 HZ, lH, H-3), 4.19 (dq, Jl= 2.4 Hz, Jz= 9.6 Hz, lH, H4), 4.35 (ddd, Jl= 3.2 Hz, Jz 
= 7.7 HZ, J3= 11.8, lH, H-5), 4.60 (ddd, Jl= 2.3 HZ, Jz= 6.6 HZ, J3= 11.8, lH, H-5), 4.67 (d, J = 4.1 
Hz, lH, H-2), 5.70 (d, J =3.5 Hz, lH, H-1), 7.18-7.24 (m, 6 H, aromat.) , 7.33-7.36 (m, 4 H, 
aromat.) 
Capitulo 2 - Parte experimental 
Espectro de RMN (CI3CD, 125 MHz): 6 26.36 (-CH3 (iPr)), 26.41 (-CH3(iPr)), 59.85 (C-3), 66.01 
(d, J = 5.98 Hz, C-5)) 76,40 (dl J = 7.40 Hz, C-4)) 79.80 (C-2)) 10410 (C-1), 113.55 (C(iPr)), 120.00 
(d, J = 4.92 Hz), 120.05 (d, J =4.95 Hz), 125.46,12$.77Jar~mat.) 
I : I  
2.3.4- Sintesis de las furanosas 5-fosfato 
2.3.4.1- Sintesis de ribosa 5-fosfato 
Metil2.3,5-tri-O-acetil-0-D-ribofurandsido l i b  
4 La sintesis se encuentra descripta anterormente en la seccidn de slntesis de metil 
2,3,5-tri-0-acetil-D/L-pentofurandsidos (8.3.1.1)) asi como las asignaciones espectrales y 10s 
rendimientos correspondientes. Se utilizd solo el anomero f3 para asi facilitar las posteriores 
asignaciones espectrales. a % 
' , ..j 
' - I  il, 
t Meti12.3-di-0-acetil-0-D-ribofuran6sido (lob): 
. 
' 11 Y f \  , 
' t  
' d  , ,-$ Las asignaciones espectrales asi coho el rendimiento de la reaccidn se describen 
anteriormente en la seccidn de sintesis quimioenzimi4tica de furanosas diacetiladas - 
reacciones enzimdticas de desacetilacidn utilizando CRL (8.3.2.1) 
a.0-D-ribosa 5-fosfato lsal disddica) (341: 
8 ,  - l 
. I :  Mr:274 
OH - 1 ' ?  
~ f :  0.3 NH Jisopropanol/H20 9:9:2 
, :2 Rendimiento: 63% 
OH OH - ;: #' - 
. ., 
' 4 '  
I* --la : En un baldn bajo atmdsfera de N2 se cargaron ACN (1.5 ml) y POC13 (0.4 m14.25 mmol), 
enfridndose la mezcla con un baiio refrigerante de hielo/NaCl(s), agregdndose, luego, Py 
(0.23mlJ 2.83 mmol) a la solucidn. Posteriormente, se adiciond gota a gota, una solucidn del 
compuesto metil2,3-di-0-acetil-$-D-ribofurandsido 2a (0.70 g, 2.83 mmol) en ACN (1.5 ml) a la 
solucidn enfriada, a una velocidad tal que la temperatura de reaccicin no excediera 10s 0°C. La 
mezcla de reaccidn fue agitada por 2 hs a O'C. Luego, la mezcla fue volcada sobre 11.5 ml de 

















agua destilada fria y calentada en un baiio de agua a 70 "C por 1 h, para asi, hidrolizar 10s 
grupos protectores. La solucidn fue enfriada en un baiio de hielo, el pH se ajust6 a 5 con NaOH 
10 N, y fueron aiiadidos 3 ml de una soluci6n saturada de BaCI,. Los sdlidos precipitados 
fueron separados por centrifugation y descartados (Ba3(P0&). Se enfri6 nuevamente el 
sobrenadante en un baiio de hielo y el pH se ajusto a 7.5. Luego, se agrego lentamente etanol 
(1.5 volumenes) a la solucion con agitacibn. Se centrifugd y se recupero el solido precipitado. 
h e  se lav6 con etanol. Se obtuvieron 0.79 g (2.16 mmol) de la sal de bario. 
El solido resultante, fue disuelto en 6 ml de agua destilada y pasado por una resina de 
intercambio idnico, Dowex X2-200 (H'), eluyendo con agua destilada. Las fracciones dcidas 
fueron recolectadas y neutralizadas con una soluci6n 10 N de NaOH. El  agua fue removida por 
liofilizacidn para asi obtener el product0 34 con un rendimiento del63% (0.492 g). 
Espectro de 'H RMN (D20, 500 MHz): 6 3.80 (m, 3 H), 3.88 (m, 1.5 H), 4.03 (m, 2.5 H), 4.14 (m, 
1 H),4.18 (m,0.5 H), 5.19 (m, lH), 5.35 (m, 0.5 H). 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 64.62 (C-5)) 65.48 (C-5)) 71.15,71.61,76.22 (C-2,C-3), 
82.68 (C-4), 82.79 (C-4), 97.07(C-la), 102.01(C-1B). 
Espectro de 3 1 ~  NMR (C13CD, 202.4 MHz): 6 4.34 
2.3.4.2- Sintesis de arabinosa 5-fosfat~ 
La sintesis se encuentra descripta anteriormente en la seccidn de sintesis de metil 
2,3,5-tri-0-acetil-D/L-pentofuranosidos (8.3.1.1), asi como las asignaciones espectrales y 10s 
rendimientos correspondientes. 
Las asignaciones espectrales asi como el rendimiento de la reacci6n se describen 
anteriormente en la seccion de sintesis quimioenzimdtica de furanosas diacetiladas - 
reacciones enzimdticas de desacetilacion utilizando CRL (2.3.2.1). 
rQ" . ' :.:.$A= & \ B  Capitulo 2 - Parte experimental 
M r: 480 
Rf: 0.51 en Hexano:AcOEt 1:l 
Rendimiento: 79 % 
(a:@ 1:l) 
El compuesto 11 seco (0.78 g, 3.15 mmol) fue disuelto bajo atm6sfera de N2 en THF 
anhidro (38 mi). A esta solucidn se le a9ladi6, con agitaci6nJ1H-tetrazol (1.97 g, 28.35 mmol) y 
se agit6 hasta disolucibn del mismo. Luego, fue agregada la dibencil N,N- 
diisopropilfosforamidita (1.05 ml, 3.15 mmol) gota a gota y fa mezcla fue agitada 20 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente, para la oxidaci6n de la fosforamidita, se enfrio la 
mezcla de reacci6n a -40 "C en un baiio de hielo sew en acetona y se le aiiadi6 una soluci6n 
del reactivo oxidante terbutil hidroper6xido (TBHP) en decano (6M, 1.05 ml, 6.3 mmol). Se 
agit6 esta soluci6n por 2 horas a temperatura ambiente, hasta desaparici6n del sustrato. 
Finalmente, se detuvo la reaccidn con una soluci6n 10 % de NaHS03 (6 ml), y se evapor6 a 
sequedad. El residuo se disolvi6 en diclorometano (20 ml) y se extrajo secuencialmente como 
se cita a continuacibn: 10% NaHS03 (3 x 20 ml), 5 % NaHO3 (3 x 20 ml) y agua destilada (3 x 20 
ml). El extract0 se sec6 con Na2S0, anhidro y se @vapor6 a sequedad. El fosfato bencilado fue 
purificado por cromatografia en columna de sMca gel (Hexano:AcOEt 2:1), para asi obtener el 
product0 puro con un 79 % de rendimiento (39,l.a g). 
Espectro d e ' ~  RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 2.01 (s, 3H, -CH3), 2.04 (s, 3H, -CH3), 2.05 (s, 3H, -CH3), 
2.07 (s, 3H, -CH3), 3.32 (s, 3H, -OCH3), 3.35 (s, 3H, -OCH3), 4.12-4.33 (m, 6 H), 4.89 (m, 1 H), 4.99 
(dd, J1=1.4 Hz, J2= 4.8 Hz, 1 H), 5.03-5.09 (m, 11H), 5.28 (dd, J =4.8 Hz, J =6.7 Hz, 1 H), 7.32 (s, 
20 HI aromat.). 
Espectro de 1 3 ~  RMN (CIBCD, 125 MHz): 6 20.44 (CH3), 20.49 (-CH3), 20.57 (-CH3), 20.82 (-CH3), 
54.79 (-OCHB), 55.32 (-OCH3), 66.37 (d, J= 5.4 Hz, C-5), 68.67 (d, J= 5.4 Hz, -CH2(Bn), 69.31 (d, J= 
5.4 Hz, -CH2(Bn)), 75.46, 76.76, 77.50, 80.92 (d, J=7.2 Hz, C-4), 81.21, 83.06 (d, J=7.2 Hz, C-4), 
lOl.ll(C-lp), 106.69 (C-la), 127.85, 127.89, 128.48, 135.64, 135.74 (d, J= 7.2 Hz) (aromat.), 
169.61(CO), 169.8O(CO), 17O.O1(CO), 170.08(CO). 
Espectro de3'p RMN (C13CD, 202.4 MHz): 6 -1.33. 













Rf:0.33NH Jisopropanol/H20 9:9:2 
Rendimiento: 68% 
Una soluci6n del cornpuesto 39 (1.2 g , 2.5 mmol) en 40 rnl de AcOEt fue hidrogenada 
con 400 mg del catalizador, Pd(OH)= a temperatura ambiente y presion atmosfkrica, hasta 
conversion total del sustrato, seguido por c.c.d. Luego de 12 hs, se aiiadi6 agua destilada y la 
mezcla de reaccion fue filtrada, y evaporada bajo presi6n reducida. Posteriormente, se aiiadio 
una solucion de HCI 1.5 M (40ml), y la mezcla se mantuvo con agitacion a 70 "C por 2 hs. 
Luego, fue enfriada en un baiio de hielo y el pH ajustado a 5 con una solucidn 10 N de NaOH. A 
la soluci6n enfriada se le aiiadieron 3 ml de una solucidn saturada de BaCI2. Los dlidos 
precipitados fueron separados por centrifugacion. El  sobrenadante fue enfriado nuevamente 
en un baiio de hielo y el pH se ajusto a 73. Se aiiadi6, luego, lentamente etanol (1.5 
vollimenes) a la soluci6n bajo agitacion. La mezcla fue centrifugada y lavada con etanol 
El solido resultante, fue disuelto en 6 ml de agua destilada y pasado por una resina de 
intercarnbio ibnico, Dowex X2-200 (H') eluyendo con agua destilada. Las fracciones acidas 
fueron recolectadas y neutralizadas con una soluci6n 10 N de NaOH. El agua fue rernovida por 
liofilizaci6n para asi obtener el product0 40 con un rendirniento del68% (0.45 g). 
Espectro de 'H RMN (CI3CD, 500 MHz): 6 3.86-3.96 (m, 5 H), 4.02 (dd, J1 =2.8 Hz, J2 = 4.3 HZ, 1 
H), 4.08-4.10 (m, 2 H), 4.11-4.16 (m, 1 H), 4.19 (m, 1 H), 5.26 (d, J=2.8 Hz, 1 H), 5.27 (d. J=4.3 
Hz, 1H). 
Espectro de 13c RMN (C13CD, 125 MHz): 63.68 (d, J= 3.63 Hz, C-5), 64.82 (d, J= 3.63 Hz, C-5), 
74.19, 75.59, 76.04, 80.43 (d, Jz7.27 HZ, C-4), 81.23, 82.20 (d, J=7.27 HZ, C-4), 95.22 (C-lp), 
101.03(C-la),. 
Espectro de3'p RMN (CI3CD, 202.4 MHz ): 6 3.10. 
Capitulo 2 - Parte experimental 
2.3.4.3- Sintesis de 2desox1rnbosa 5-fosfat~ . . 
A una soluci6n agitada de 2-desoxi-alp-D-ribosa (0.4 g, 2.98 mmol) en THF (22.5 ml), se 
afiadi6 anhidrido acetic0 (1  ml, 10.43 mmol), seguido por la adici6n del biocatalizador 
Novozyme 435 (CAL B,0.6 g), y se continud bajo agitacidn orbital a 45 'C por 2 h, hasta que se 
verific6 conversi6n completa a producto por c.c.d. La mezcla fue posteriormente filtrada y el 
solvente fue evaporado bajo presi6n reducida. Luego, a la mezcla cruda de reacci6n) se ailadid 
anhidrido acktico (7.5 ml, 80 mmol) y Py (1.5ml, 18.6 mmol), y se continu6 agitando toda la 
noche a temperatura ambiente. La mezcla de reacci6n fue volcada sobre agua destilada (20 
ml) y extraida con diclommetano. La fase orgdnica fue posteriormente lavada con agua 
destilada y secada con Na2S04 anh. y finalmente evaporada. Luego de la purificaci6n por 
columna de silica gel (Hexano/AcOEt 2:1), el producto 1,3,5-tii-0-acetil-a,$-D-2- 
desoxirribofuran6sido fue obtenido como un aceite incoloro (0.70 g, 90%). 
. ,!':.< 7 ,' :'; 
,: l'(, :. 2 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 2.04 (s, 3H, -CH3), 2.06 (s, 3H, -CH3), 2.07 (s, 3H, -CH3), 
2.08 (s, 3 H, -CH3), 2.10 (s, 13 H, -CH3), 2.12 (s, 3H, -CHd, 2.18 (m, 1 H, H-a), 2.34 (dt, J1=5.2 Hz, 
J2=14.4 Hz, 1 H, H-2B), 2.47-2.49 (m, 2 HI H-Za,~), 4.15-4.19 (m, 3 H, H-5a, 58, 58)) 4.27-4.32 
(m, 2 HI H4a, 5a), 4.42 (q, J=3.3 Hz, 1 HI Ha$), 5.14 (m, 1 H, H-3$), 5.23 (ddd, J1=7.2 Hz, J2=5.2 
Hz, J3=2.8 Hz, 1 H, H-3a), 6.38 (d, J = 5.2 Hz, lH, H-lp), 6.40 (dd, J 2.4 Hz, J 2= 5.7 Hz, 1 H, H- 
!-, ! la). # :  b 4 ( .  
Espectro deUc RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.57 (-CH3), 20.57 (-CH3), 20.69 (-CH3), 20.77 (-CH3), 
20.86 (-CH3), 21.03 (-CH3), 38.01 (C-2), 38.13 (C-2)) 63.51 (C-5), 64.00 (C-5)) 73.58 (C-3), 73.80 
(C-3)) 82.55 (Ca), 83.01 (C-4), 97.96 (C-1), 98.13 (C-1), 169.77 (CO), 170.04 (CO), 170.32 (CO), 
170.36 (CO), 170.55 (CO). 
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Rf: 0.38 en HexanoIAcOEt 1:2 
Rendimiento:91% 
(a:p0.9:1) 
Siguiendo un protocolo descripto anteriormente2, se realizo la reaccion de alcoholisis 
enzimatica afiadiendo la enzima CAL B (0.81 g, 0.3 glmmol producto) a una suspensi6n de 
1,3,5-tri-0-acetil-a,$-D-2-desoxirribofuran6sido (0.7 g, 2.69 mmol) en etanol (18.4 ml, 323 
mmol) y la mezcla resultante fue agitada por 5 h bajo agitacion orbital a 37 "C hasta que se 
verifico la conversion total a producto mediante c.c.d. Luego, la mezcla fue filtrada y 
evaporada a sequedad. El  residuo resultante fue purificado por cromatografia en columna de 
silica gel (Hexano/AcOEt 1:2) para dar, asi, el producto 42 (0.54 g, rendimiento 91%). 
Espectro de 'H RMN (CIBCD, 500 MHz): 6 2.07 (s, 2.7H, -CH3), 2.08 (s, 2.7H, -CH3), 2.09 (s, 3 H, - 
CH,), 2.11 (s, 3 H, -CH3), 2.17 (m, 1 H, H-2$), 2.35 (dt, J1=5.4 Hz, Jz=14.6 Hz, 0.9 H, H-2a), 2.53- 
2.47 (m, 1.9 H, H-2a, $), 3.70 (dd, J ,= 4.5 Hz, J Z= 11.9 Hz, 0.9 H, H-5a), 3.78-3.75 (m, 1.9 H, H- 
5a, 5$), 3.82 (dd, J I= 3.2 Hz, J Z= 11.9 Hz, 1 H, 5p), 4.20 (dd, dd, J1=4.5 Hz, J2=9.1 Hz, 0.9 H, H- 
4a), 4.27 (dd, J1=3.2 Hz, J2=7.7 Hz, 1 H, H4p), 5.18 (ddd, J1=1.3 Hz, Jz=4.5 Hz, J3=7.7 Hz, 1 H, H- 
3$), 5.29 (ddd, J1=3.6 Hz, Jz=7.3 Hz, J ~ 9 . 1  Hz, 0.9 H, H-3a), 6.37 (d, J = 5.4 Hz, lH, H-IP), 6.40 
(dd, J 2.2 Hz, J z= 5.4 Hz, 1 H, H-la). 
Espectro de13c RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.77 (-CH,), 20.87 (-CH,), 21.12 (-CH,), 38.42, (C-2), 
62.12 (C-5), 62.98 (C-5), 73.59 (C-3), 73.88 (C-3), 85.79 (C4), 86.06 (C-4), 98.08 (C-1), 98.26 (C- 
I), 169.93 (CO), 170.43 (CO), 170.76 (CO), 170.95 (CO). 
'PO 
BnO' \ M r: 438 
Rf: 0.35 en Hexano: AcOEt 7:3 
Rendimiento:76% 
(a:$0.6:1) 
Hennen W.; Sweers H.; Wang Y.; Wong C.: I.  Org. Chem., 1988,53,4939-4945. 
Capitulo 2 - Parte experimental 
$ - 
El compuesto 42 seco (0.54 g, 2.47 mmol) fk 'd isu i~ to  bajo atmbsfera de N2 en THF 
anh. (30 ml). A esta soluci6n se le afiadi6, con agitaci61-1, 1H-tetrazol (1.55 g, 22.23 mmol ) 
hasta disoluci6n del mismo. Luego, fue agregada la dibencil N,N-diisopropilfosforamidita (0.83 
ml, 2.47 mmol) gota a gota y la mezcla fue agitada 15 minutos adicionlaes, a temperatura 
ambiente. Posteriormente, para la oxidaci6n de la fosforamidita, se enfrio la mezcla de 
reaccibn a -40 "C en un baiio de hielo seco en acetona y se le afiadi6 una soluci6n del readivo 
oxidante TBHP en decano (6M, 0.83 ml, 4.94 mmol). Se agit6 esta soluci6n por 2 horas a 
temperatura ambiente, hasta desaparicidn del sustrato. Finalmente, se detuvo la reacci6n con 
una soluci6n 10 % de NaHS03 (5 ml) y se evapor6 a sequedad. El residuo se disolvid en 
diclorometano (15 ml) y se extrajo secueniialmente como se cita a continuaci6n: 10% NaHSO, 
(3 x 10 ml), 5 % NaHC03 (3 x 10 ml) y agua dcstilada (3 x 10 mi). El extract0 se sec6 con Na2S0, 
anh. y evapor6 a sequedad. El  fosfato bencilado fue purificado por cromatografia en columna 
de silica gel (Hexano: AcOEt 7:3), para asi obtener el product0 puro con un 76% de 
rendimiento (43,0.82 g) ' ;  : j' 4 %' 
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Espedro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6 2.04 (s, 1.8 H, -CH3), 2.06 (s, 3H, -CH3), 2.07 (s, 3 H, - 
CH3), 2.09(s, 1.8 H, -CH3), 2.19 (m, 1 H, H-ZB), 2.30 (m, 1.6H, H2a, p), 2.41 (ddd, J,=2.4 Hz, 
J2=7.2 Hz, J3=14.4 Hz, 0.6 H, H-2a), 4.084.19 (m, 3.2 H, 5a, p), 4.24 (q, J=5.2 Hz, 0.6 H, H-4a), 
4.32 (q, J=2.8 Hz, 1 H, H4B), 5.00-5.15. (m, 6.4 H, -CH2(Bn)), 5.08 (ddd, J1=1.4 Hz, J2=2.8 Hz, 
J3=6.2 Hz, 1 H, H-3p), 5.23-5.39 (m, 0.6 H, H-3a), 6.29 (d, J= 5.2 Hz, 1H, H-lp), 6.37 (dd, J 2.4 
Hz, J 2= 5.7 HZ, 0.6 H, H-la), 7.35 (s, 16 H, arom.). 
Espedro de *C RMN (C13CD, 125 MHz): 6 20.78 (-CHJ, 20.83 (-CH3), 21.03 (-CH3), 21.13 (-CH3), 
38.03 (C-2), 38.12 (C-2), 66.68 (d, J= 5.4 Hz, C-5) 69.29 (d, J= 5.4 Hz, -CH2(Bn)), 69.33 (d, J= 5.4 
Hz, -CH2(Bn)), 73.51 (C-3), 73.60 (C-3), 83.02 (d, J=7.2 Hz,C4), 83.96 (d, J=7.2 Hz, C4), 98.85 (C- 
I), 98.37 (C-l), 128.51, 128.46, 127.88, 135.57 (d, J=5.4 Hz)(aromt.), 170.04 (CO), 170.20 (CO), 
170.56 (CO), 170.82 (CO). 1. -2% , L  . . L i z $  . 
Espedro de31p RMN (C13CD, 202.4 MHz): 6 -1.18, -0.96. 
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Mr: 258 : ,;'. -1 
Rf: O.2ONH Jisopropanol/H20 9:9:2 
Rendimiento:72 % 
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Una soluci6n del compuesto 43 (0.82 g ,1.8 mmol) en 15 ml de AcOEt fue hidrogenada 
con 200 mg del catalizador, Pd(OH)2, a temperatura ambiente y presion atmosferica hasta 
conversion total del sustrato, seguido por c.c.d. Luego de 12 h se afiadio agua destilada y la 
mezcla de reaccion fue filtrada, y evaporada bajo presidn reducida. Posteriormente, se afiadio 
una solucion de HCI 1.5 M (17 ml), y la mezcla se mantuvo con agitaci6n a 70 "C por 2 h. Luego, 
fue enfriada en un baiio de hielo y el pH ajustado a 5 con una solucion 10 N de NaOH. A la 
solucion enfriada se le aiiadieron 3 ml de una soluci6n saturada de BaC12. Los dlidos 
precipitados fueron separados por centrifugacidn. El sobrenadante fue enfriado nuevamente 
en un bafio de hielo y el pH se ajusto a 7,s. Luego, se agregd lentamente etanol (1.5 
vollimenes) a la soluci6n bajo agitation. La mezcla fue centrifugada y lavada con etanol. El 
solido resultante, fue disuelto en 6 ml de agua destilada y pasado por una resina de 
intercambio ibnico, Dowex X2-200 (H') eluyendo con agua destilada. Las fracciones acidas 
fueron recolectadas y neutralizadas con una solucidn 10 N de NaOH. El  agua fue removida por 
liofilizaci6n para asi obtener el product0 44 con un rendimiento del72 % (0.34 g). 
Espectro de 'H RMN (C13CD, 500 MHz): 6 2.07-2.11 (m, 2.3 H, H-2), 2.34-2.41 (m, 2.3 H, H-2), 
3.67-3.72 (m, 2.3 H), 3.74-3.77 (m, 2.3 H), 3.92-3.96 (m, 1 H), 4.134.16 (m, 1 H), 4.25-4.28 (m, 
1.3 H), 4.384.42 (m, 1.3 H), 4.74 (sa, 4.6 H, OH), 5.49-5.53 (m, 2.3 H, H-la,b). 
Espectro de3'p RMN (CI3CD, 202.4 MHz): 6 2.02,3.59. 
2.3.4- Sobreex~resibn de la enzima PPM de Escherichia coli 
2.3.4.1- Obtenci6n de la secuencia de la PPM v diseAo del cebador. 
La secuencia nucleotidica que codifica para la enzima PPM de E. Coli fue obtenida del 
banco de genes GenBank en el sitio de la NCBI, www.NCBI.NLM.NIH.GOV (Ndmero de acceso: 
U14003), y se determino el marco abierto de lectura (ORF) correspondiente. Luego, se 
diseiiaron 10s oligonucledtidos para ser utilizados como cebadores, utilizando el programa 
"oligo 6.0 (Cambio S.R.L.)". Los oligonuclebtidos seleccionados para la reacci6n de 
amplificacion fueron 10s siguientes: 
Cebador direct0 (Forward primer) : 5'ggatccATGAAACGTGCAlllATTATGG 3' 
Cebador reverso(Reverse primer): 5'ggtaccCTTmGTGACATAACAAAGGC 3' 
Capitulo 2 - Parte experimental 
2.3.4.2- Am~lificaci6n del aen de la PPM mediante PCR 
El mbtodo denominado reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) se empled para 
amplificar el gen a ser clonado. Para lo mismo se empled la enzima ADN polimerasa Taq a una 
concentracidn 2U/100pl. Se utiliz6 una concentracidn 2 mM de MgCI2. Todas las reacciones se 
realizaron con buffer Taq, 100 ng de cada cebador y 200 pM de dNTPs en un volumen final de 
50 pl. Como templado se utilizd 500 ng de un lisado de E. Coli. 
Las condiciones de PCR fueron: 
Tras la reaccidn se comprobd la correcta amplificacidn de la secuencia de la PPM 
mediante electroforesis en geles de agarosa. Su identidad fue confirrnada por mapeo con 
enzimas de restriccidn. 
2.3.4.3- Electroforesis en aeles de amrosg 
Los geles de agarosa utilizados se prepararon con buffer TAE 1X al0.7-1.5 % con 0.5 
&ml de bromuro de etidio. Las corridas electrofor&icas se realizaron a 5-10 V/cm. Antes de 
sembrar, las muestras se resuspendieron con el correspondiente volumen de buffer de 
siembra. Los geles fueron visualizados y fotografiados con el equipo Baby-Imager de Applied 
Oncor. 
2.3.4.4- piizestidn de ADN con dc re!!Wk& 
Las enzimas utilizadas fueron de Amenham Pharmacia Biotech, Promega o GibcoBRL. 
Se utilizaron 5 unidades de enzima por C ~ Z  de ADN a digerir incubando en 10s buffers y 
temperaturas sugeridas por el fabricante durante un minimo de 3 horas. 
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2.3.4.5- Construccidn del ddsmido PPM en el vector de exeresidn DGEM-T Easy 
Para la correcta expresion de la proteina, se construy6 en primera medida, un 
plasmido utilizando el vector de expresidn comercial denominado pGEM-T Easy. Este sistema 
es conveniente para la clonaci6n de productos arnplificados por medio de PCR. Los fragmentos 
obtenidos por PCR se clonaron en el vector pGem-T Easy utilizando para ello el kit pGem-T 
Easy vector System I (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. El  vector de 
expresion se denomin6 pGEM-T-PPM. 
Se determino la identidad del gen mediante un mapeo con enzimas de restriccion, 
para lo cual se digirid el plasmido con la enzima de restriccion EcoRI. Los productos de 
digestion se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa. 
2.3.4.6- Lirracidn de framentos de ADN 
Las ligaciones se realizaron con una relacion molar de inserto:vector de 3:l utilizando 
50 ng de vector en un volumen final de 10 pl con 0.1 U de T4 ADN ligasa. Las incubaciones 
fueron a 16°C durante toda la noche o a temperatura ambiente por 3 horas. 
2.3.4.7- Construccidn del dismido de ex~residn en el vector de ex~residn ORSET-A 
Posteriormente se escindi6 del vector de clonado el insert0 correspondiente al gen 
que codifica para la PPM incubando el plismido pGEM-T-PPM con la enzima de restriccion Eco 
RI. Se purifico por geles de agarosa y se subclono el gen de interes en el vector de expresion 
PRSET-A utilizando el kit PRsSET-Avector System (Stratagem). 
Para determinar la correcta insercion del gen en el vector de expresion se mapeo con 
enzimas de restriccion. Para esto, se incub6 el plasmido con las enzimas de restriccion Hind Ill 
y Pst I, obteniendose 10s fragmentos esperados, 10s cuales se resolvieron por electroforesis en 
geles de agarosa. El plasrnido obtenido se lo denomino pRSET-A-PPM. 
2.3.4.8- Extraccidn v eurificacidn del elismido. Secuenciacidn 
Para aislar el ADN plasmidico se obtuvo un cultivo denso de una colonia de la estirpe 
portadora del plasmido en medio rico LB con ampicilina a 37 'C. Se centrifugaron 5 ml del 
cultivo en tubos de 45 ml a 10000 rpm durante 15 minutos y se elimin6 el sobrenadante por 
aspiracion, dejando seco el sediment0 bacteriano. Las celulas se resuspendieron en 200 pl de 
una solucion de tris-sacarosa y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. 
Luego se adicionaron 300 pl de una soluci6n de EDTA-triton-Lisozima, se invirti6 el tub0 
suavemente varias veces y se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente, para pasar 
otros 10 minutos a 70 "C. El lisado obtenido se centrifug6 a 7000 g durante 30 minutos. Luego 
se purific6 el ADN mediante extracciones con mezkas de fenol/cloroformo. Esto involucra 
varios pasos de extraccidn siendo el primer0 la extracci6n de una soluci6n acuosa del lisado 
con una mezcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamitico y, posteriormente, con 
cloroformo/alcohol isoamilico. Las fases acuosas y orginicas se separaron por centrifugacidn 
durante 5 minutos a 4 "C y se recuper6 la fase acuosa. Este procedimiento se repiti6 dos veces. 
Luego se concenth el ADN mediante precipitacibn, para lo cual se aRadi6 acetato s6dico (pH 
5,2) a una concentraci6n final de 0.3M, se mezcl6 y se aRadi6 un volumen de isopropanol (el 
doble del volumen de la soluci6n) y se agitd vigomsamente. El precipitado se lavb con etanol al 
70% y se centrifugb. Se recuper6 el sediment0 y se secb el etanol remanente a temperatura 
ambiente. Finalmente se resuspendi6 el ADN ablado en 100 pl de agua y se agit6 para su 
correcta disolucibn. El ADN fue secuenciado. 
2.3.4.9- Transformacidn del vector de =esi6n en E coli comoetente 
I '  
La transformacidn involucr6 la introduccidn del plhsmido recombinante PRSET-A-PPM 
en c6lulas bacterianas. Para ello se utiliz6, en primer iugar, la cepa de Escherichia coli DH5-a, 
tjtil para su transformacidn con plismidos recombinantes derivados del vector. Se utilizo para 
la transformaci&n, un cultivo de dicha cepa con bacterias competentes. Se llev6 a cab0 esta 
transformaci6n por el metodo de "Shock-T&rmico": Para lo cual, se incubaron bacterias de E 
coli DHS-a competentes con el vector durante 15 minutos. Luego, se aplic6 luego un golpe 
t6rmico dejando a las bacterias 1.5 minutos a una temperatura de 42 "C. Posteriormente se 
agreg6 1 ml de medio LB y se dejd en estufa a 37 "C durante 30 minutos. Finalmente se 
centrifugaron y se plaquearon las mismas, sobre una placa de petri con LB-agar, ampicilina y X- 
gal. Se analizaron las colonias por aparki6n del color azulado debido a la reacci6n 
colorim6trica con X-gal. Luego se miniprepararon 10s pl&midos por el m6todo de lisis alcalina y 
se cheque6 la presencia del inset-to utilizando enrimas de restricci6n y analizando 10s 
fragmentos por electroforesis en geles de agarosa 
La segunda etapa consistid en transformar con el plismido PRSET-A-PPM la cepa de E. 
coli BL21 competente, siguiendo la metodologfa descripta anteriorrnente. Se plaquearon las 
c6lulas trasnfectadas en medio LB dlido con ampicilina, se hicieron crecer en medio LB liquido 
con ampicilina y finalmente se indujeron con IPTG, para verificar la correcta tranfeccion (se 
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describe, posteriormente en detalle, esta metodologia). Se realizd asimismo, un control, sin 
induccidn. 
2.3.4.10- Crecimiento de las c4lulas clonadas e induccidn de la ex~resibn de k PPM 
Para la sobrexpresion de la enzima PPM-(HIS)6, las cClulas de E. Coli trasnfectadas 
fueron crecidas en medio LB sdlido situado en placas de petri, conteniendo 10s mismos, 100 
pg/ml de ampicilina y 40 &ml de cloranfenicol, incubando las celulas toda la noche a 37 'C. 
Se escogieron las colonias y se preincubaron en 5 ml de medio LB liquido con la misma 
concentracion de antibioticos que en el medio solido, toda la noche a 37 "C. Luego, a 250 ml de 
rnedio liquido junto con 10s antibioticos, se le afladieron 1 ml de las celulas preincubadas, y se 
incubaron con agitacion orbital a 37 'C, hasta que la densidad 6ptica de la solucidn celular 
alcanzara el valor de 0.8, medido a 600 nm. Luego, se indujo la expresion proteica anadiendo 
una soluci6n acuosa del inductor isopropil-P-D-tiogalactopiran6sido (IPTG), hasta una 
concentracion final de 1 mM, y se extendi6 la incubacion por 4 horas adicionales. Los tiempos 
de crecimiento e induccion fueron optimizados experimentalmente, comparando en geles de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 10s perfiles de expresion. 
Posteriormente, el medio se centrifugo (10000 rpm, 15 min, 4'C), y se resuspendio el pellet 
celular en el buffer de lisis (50 mM NaH2P04, 300 mM NaCI). 
2.3.5- Purificaci6n v concentraci6n de la enzima recombinante 
2.3.5.1- Purificacidn de la ~roteina recombinante con resina Ni-NTA 
Las celulas se lisaron por sonicacion. El  extract0 celular fue centrifugado (10000 xg, 15 
min, VC), y el sobrenadante fue sembrado en una columna de Ni-4cido nitriloacetico-agarosa 
(QIAGEN) equilibrada con el buffer de lisis. Se realizd la cromatografia de afinidad en 
condiciones nativas, como se cita a continuacion: el sobrenadante fue incubado con 4 ml en la 
resina de Ni-NT-agarosa con agitacion por dos horas. Esta solucidn fue cargada en una 
columna de acrilico y la columna fue lavada 4 veces con el buffer de lavado. La proteina fue 
eluida con 15 ml de buffer de eluci6n. La purification fue verificada por SDS-PAGE, y 10s 
mismos fueron revelados por tincion con coornasie blue. 
=Be * 
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2.3.5.2- Electroforesis en geles de nol~acnla- . . 
Se prepararon geles desnaturalizantes de poliacrilamida (0.1 % SDS). El gel consto de 
dos partes, una superior o gel de empaquetamiento de 1 cm de longitud (4 % poliacrilamida) y 
a continuaci6n una inferior o gel de separacidn, de 5 cm de longitud (10% poliacrilamida). Las 
muestras a ser analizadas se prepararon agregdnddes 10s vollimenes correspondientes de 
buffer de siembra y calent6ndolas por 3-5' a 100°C. Los marcadores de peso molecular 
utilizados cubrian 10s rangos 6.5 a 83 kDa (Sigma). El gel se montd en la cubeta de 
electroforesis y se ailadit5 el buffer de migracibn lX en la cimara interna y external hasta 
cubrir el mismo. El tiempo de corrida fue de 50 minutos, aplicando un campo electric0 de 250 
v. 
2.3.5.3- Diilisis v concentraci6n de la enzima ourificada 
El eluido cromatogrifico que contenia la proteina recombinante, fue dializado contra 
buffer Tris 80 mM pH=8, EDTA 15 mM y posteriormente dializado contra buffer Tris pH=& 80 
mM. La solucibn proteica fue concentrada utilizando polietilenglicol (PM 8000 Dalton). Luego, 
se le aiiadid al concentrado proteico urea hasta una concentracidn final de 6M, y se dejd 2 h a 
4°C con agitaci6n mecinica. Finalmente, la soluci6n con el desnaturalizante fue dializada 
contra agua destilada, agregada lentamente por goteo, a la membrana de diilisis, para el 
correct0 plegamiento de la protelna y, por liltimo, dializada contra buffer tris 80 mM pH=8, 
EDTA 0.2 mM y MnCI2 1 mM (buffer de almacenamiento). En todos 10s casos la concentracidn 
de la proteina fue determinada por el metodo de Bradford utilizando albumina bovina serica 
como estdndar. 
2.3.6- Ensavos de actividad 
Para 10s ensayos de optimizacibn de la actividad enzimitica de la PPM sobreexpresada, 
se midieron la cinetica y el rendimiento de una reacci6n modelo. Para lo cual se deterrnin6 la 
aparicicin del nucle6sido adenosina, a partir de ribosa 5-fosfato y la base adenina, en presencia 
de una cantidad dada de la enzima sobreexpresada y la PNP comercial. Se variaron para estos 
ensayos las concentraciones de enzima, sustrato, MnC12, glucosa-1,6-difosfato y el inhibidor 
fosfato inorginico, asi como el pH y la temperatura de reacci6n. 
Luego de encontrar las condiciones optimas 10s ensayos de actividad se realizaron 
como se describe a continuaci6n: se preincubd a 37'C un 1 ml de una mezcla de reaccibn que 


















contenia 10s siguientes reactivos (en concentraciones finales): adenina 6 mM, buffer Mops 100 
mM (pH=7), MnClz 1 mM, $-mercaptoetanol200 mM, 0.03 mg de PPM y un exceso de la PNP. 
La reacci6n se inici6 por la adicidn del sustrato, ribosa 5-fosfato ( 1  mM) y se cortd a divenos 
tiempos, por la adici6n de una solucidn de HCI. La aparici6n de la adenosina se sigui6 por HPLC. 
2.3.7- Procedimiento general ~ a r a  la sintesis de diversos nuclebsidos naturales v modificados 
2.3.7.1- Sintesis enzimdtica de nuclebsido$ 
Para la sintesis de diversos nucledsidos naturales y/o modificados se agitd a 37 QC, con. 
agitacion orbital de 200 rpm, una solucidn que contenia: 0.2 ml de una soluci6n acuosa de 9- 
mercaptoetanol 1 M, 0.1 ml de una soluci6n acuosa de MnCI2 10 mM, 0.2 ml de una soluci6n 
acuosa de la base correspondiente 30 mM, 0.23 ml de buffer Tris pH=& 0.43 M, 0.2 ml de la 
solucion de PPM (0.15 mglml) y 0.05 ml de la solucidn acuosa de PNP o TP seglin corresponda 
(100 U/ml). La reacci6n se inici6 con la adicidn del azlicar 5-fosfato (0.02 ml de una soluci6n 
acuosa de concentracion 50 mM). 
2.3.7.2- Cromatoarafia liauida de alta ~recisibn lHPLCl 
La aparicidn de nucle6sidos fue determinada por HPLC, para lo cual se utiliz6 un 
equipo Gilson equipado con una columna C-18 (150mm x 4 mm x 5 pm) a un flujo de 1 
mumin. El detector UV se ajustd a la longitud de maxima absorcidn de cada nucleosido (Tabla 
2.2) y la columna fue operada a temperatura ambiente. Todas las curvas de calibraci6n fueron 
realizadas con material de referencia comercial (Sigma-Aldrich) de conocida pureza y por la 
metodologia de estdndar externo. 
Capitulo 2 - Parte experimental 
I 
HO 
HO Y Tris-Buffer HO Y PPM, NP 
T SF-U SBr-U 
Condiciones de corrida: 
Condicibn A: 0-5 min 4% MeOH/ 96 % buffer fosfato 25 mM pH=3 
5-9 min 10 % MeOH/ 90 % buffer fosfato 25 mM pH33 
9-10 min 4 % MeOH/ 96 % buffer fosfato 25 mM pH=3 
Condicibn 6: isocdtica 10 % MeOH / 90 % buffer fosfato 25 mM pH=3 
Condicibn C: isocritica 100 % buffer fosfato 25 mM pH=3 
Condicibn D: isocritica 8 % MeOH / 90 % buffer fosfato 25 mM pH=3 
Tabla 2.2. Condiciones de corrida de HPLC 


















2.3.8.1- Inmovilizaci6n en aeles de sflice-PVA 
2.3.8.1.1- Preparacidn del solqel de silice 
El  sol gel de silice fue obtenido por el metodo de catalisis bcida en una sola etapa, 
empleando TEOS como precursor, para lo cual, se mezclaron 4 ml de TEOS, 1.25 ml de agua 
hexadestilada y 36 pl of HCI (0.6 M), agitbndose la solucidn vigorosamente por 30 min a 
temperature ambiente. Finalmente, se obtuvo el sol-gel luego de remover el etanol de la 
preparacidn diluida (se aiiadio 1 ml de agua por ml de gel obtenido) por evaporacidn a presidn 
reducida; hasta una perdida de masa de 0.62 g, que corresponde a la cantidad estequiometrica 
de etanol producido como subproducto de la reaccidn de hidrdlisis. 
2.3.8.1.2- Procedimiento general para la inmovilizacidn de la enzima PPM en sol- 
geles de silice-PVA 
Se obtuvieron 10s hidrogeles de silice-PVA-PPM mezclando la cantidad apropiada del 
sol-gel acuoso de silice (10% en silice), 0.2 ml de una solucidn de PPM en buffer tris 100 mM 
(pH=8), agua destilada y la cantidad apropiada de una soluci6n acuosa de PVA (10 % p/v). Se 
Ilenaron, rbpidamente, jeringas de 1 ml con la solucidn generada y luego se colocaron las 
jeringas a 4°C por 2 h, para asi permitir el envejecimiento del hidrogel. Finalmente, 10s 
hidrogeles envejecidos fueron unidireccionalmente congelados, introduciendo la jeringa a una 
velocidad constante (5,9 mm/min) dentro de un baAo de N,(I) mantenido a una temperatura 
constante de 77 K (este procesamiento de 10s geles se denomina ISISA). Por liltimo, las 
muestras congeladas fueron liofilizadas. 
2.3.8.1.3- Ejemplo de preparacidn de hidrogeles de silice (1.6% p/p)-PVA(6.4% p/p)- 
PPM 
Los hidrogeles fueron obtenidos mezclando 0.1 ml del sol gel de silice, 0.06 ml de agua 
destilada, 0.64 ml de una solucidn acuosa de PVA (10 % p/v) y 0.2 ml de la solucidn de PPM 
(0.15 mglml) en buffer tris 100 mM (pH=8). 
I 
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2.3.8.2.1- Sintesis del monbmero t~(24idroxietil)ortosilicrrio (THEOS) 
Mr: 272 
Pureza: 80 % 
Se mezcld en un bal6n TEOS (10 ml, 44.7 mM) con etilenglicol recidn destilado (10 mi, 
179 mM). La mezcla de reacci6n se calent6 a 150°C por 36 hs conectada a una columna de 
destilaci6n para asi destilar el etanol producido como subproducto de la reaccibn. Se obtuvo el 
product0 deseado MEOS, junto con mezclas de productos de ciclaci6n intramolecular, luego 
de remover el etanol y 10s materiales de partida, por destilaci6n a presi6n reducida, con una 
pureza de aproximadamente 80%. 
Espectro de RMN 'H 6 ppm: 4.80 (sa, 4H, OH), 3.98-3.88 (m, 6H, CH2(c)), 3.73-3.70 (m, 8H; 
CHt(a)), 3.47-3.44 (m, 8H; CH2(a)) 
(a): aciclica, (b):ciclica 
2.3.8.2.2- Procedimiento general para la inmovililcrcidn de la enzima PPM y la 
coinmovilizacion de /as enzimas PPMIPNP en solqeles de silicequitosano 
Para la inmovilizacibn de la enzima PPM y para la co-inmovilizaci6n de las enzimas 
PPM/PNP en sol-geles de silicequitosano, en primer hgar, se form6 un soluci6n homogdnea 
de las mezclas de PPM/quitosano o PPM/NP/quitosano, respectivamente, mezclando la 
soluci6n Bcida de quitosano (2.5 % p/v) con 0.2 ml de la soluci6n de PPM (0.15mg/ml) o con 
0.2 ml de la solucidn de PPM (0.15mg/ml) y 0.025 ml de una soluci6n de PNP (100 U/ml). 
Luego se aiiadid a las mezclas homogdneas, el precursor sintetizado, THEOS. Posteriormente, 
las soluciones se mantuvieron a 4'C por 2 h, para as; permitir el envejecimiento de 10s 
hidrogeles. Finalmente, 10s hidrogeles enwjecidos fueron unidireccionalmente congelados, 
introducidndolos dentro de un baiio mantenido a una temperatura constante de 77 K. Por 
liltimo, las muestras congeladas fueron liofilizadas. 








2.3.8.2.3- Ejemplo de preparacibn de hidrogeles de sllice (10% p/p)quitosano (0.4% 
P/P)-PPM 
Los hidrogeles fueron obtenidos mezclando 41 pl del precursor THEOS, 219 pl de 
buffer tris 100 mM (pH =8), 80 p1 de una soluci6n acida de quitosano (2.5 % p/v) y 200 pl de la 
solucion de PPM (0.15 mg/rnl) en buffer tris 100 mM (pH=8). 
2.3.8.2.4- Ejemplo de preparacibn de hidrogeles de Sllice (10% p/p)guitosano (0.4% 
p/p)-PPM/PNP 
Para la co-inmovilizacion de la PPM y PNP, se sigui6 el mismo procedimiento citado 
previarnente para la inmovilizaci6n de la enzima PPM en sol-geles de silice-quitosano, per0 
incorporando a la mezcla de reaccion 200 pl de una soluci6n de PPM (0.15 mg/ml) en buffer 
tris 100 mM (pH=8) y 25 p1 de una solucidn de PNP (100 U/ml), disminuyendo 
proporcionalmente la cantidad de buffer afiadido. 
2.3.8.2.6- Co-inmovilizacibn de /as enzimw PPM y PNP en sol geles de silice- 
quitosano recubiertos de agar 
Para la co-inmovilizacion de las enzimas PPM y PNP, se sigui6 el mismo procedimiento 
descripto anteriormente para la preparaci6n de hidrogeles. 
Para el recubrimiento con agar, 10s geles liofilizados fueron sumergidos varias veces en 
una solucion de agar 2,5 % p/v, mantenida a 60 "C en un bafio de agua. Luego, fueron 
sumergidos en aceite de girasol cornercial y lavados varias veces, prirnero con hexano, y luego 
con buffer Tris 100 mM (pH=8). 
~ 
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2.3.9- Elucidacion estructural v funcional de la enzima PPM 
2.3.9.1- Modelado Dor homoldg 
El modelado por homologia aprovecha bs similitudes de secuencias.de aminodcidos y 
las similitudes estructurales entre proteinas, construyendo una estructura tridimensional para 
la secuencia incbgnita, usando las estructuras tridimensionales conocidas de otras proteinas, 
cuyas secuencias de aminodcidos guardan similitud con la secuencia inc6gnita. 
Las etapas bdsicas del modelado se pueden resumir en las siguientes acciones: 
identificar una o varias secuencias homblogas, luego, alinearlas correctamente y finalmente 
generar el modelo de la proteina en cuesti6n para por irltimo, validarlo. 
Para el modelado de la enzima PPM por homologia primer0 se debi6 obtener la 
secuencia aminoacidica de la enzima, del banco de datos depositado en el sitio UniProt y se 
grab6 en formato FASTA. El c6digo de acceso direct0 a la secuencia es el POA6K6. Luego se 
procedi6 a la blisqueda de las secuencias hom6logas con estructuras tridimensionales 
conocidas. La identificaci6n de las proteinas homblogas y el alineamiento se obtuvo utilizando 
el HHpred server (Homology detection & structure prediction by HMM-HMM c~mparison)~ 
aplicando 10s pardmetros comunes, eligiendo las bases de datos de PDB y SCOP 
(htt~://toolkit.tuebin~en.m~~.de/hh~red). La birsqueda en la base de datos fue realizada con 
el programa de HHsearch para la comparacidn de HMM-HMM. 
Una vez obtenida la lista de 10s posibles templados, se seleccion6 el mds apropiado, o 
sea, las secuencia con mayor porcentaje de identidad y menor nirmero de omisiones (gaps). El  
templado utilizado fue la estructura de rayos X de la fosfopentomutasa de Streptococcus 
mutans (PDB 2i09-A) que comparte un 43% de identidad con la PPM en estudio. 
El programa MODELLER (versi6n 6v2), incluido en el sitio HHpred, fue utilizado para 
construir el modelo tridimensional de la PPM. Como se esperaba, el esqueleto carbonado del 
modelo generado y el templado se superponen correctamente (RMSD: 0.49 calculado por el 
programa swiss pdb viewer). Tambibn se compararon 10s grdficos de Ramachandran, (swiss 
pdb viewer) como indicador de la validez del modelo. 
La PPM es una metaloproteina, que contiene en su sitio activo un sitio de uni6n a 
metales donde se ubican dos iones manganese. Pertenece a una superfamilia de enzimas 
denominada superfamilia de fosfatasas alcalinas. Es similar estructural y funcionalmente a una 
enzima perteneciente a la 'superfamilia denominada difosfogliceratomutasa independiente. 
h a s  comparten el sitio de uni6n a metal. El modelo obtenido por homologia, no contenia 10s 
%ding, 1.; Biegert, A.; Lupas, A.; NucleicAcids Research, 2005,s; W244-W248 
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iones manganeso en su sitio activo, por lo que para obtener el modelo final, se precedio 
incorporarlos. Para ello, en primer lugar se afiadieron 10s metales manualmente, por 
superposici6n de las estructuras de la PPM y IPGM. Para esto, se utilizo el programa swiss pdb 
viewer, optimizandose luego la geometria de la metaloproteina por dinamica molecular. Las 
dinamicas moleculares se realizaron utilizando el campo de fuerzas AMBER (Asisted Model 
Building with Energy Refinement), y la suite de programas utilizados para las simulaciones 
denominado tambien AMBER. El programa preparatorio utilizado fue el LEaP, y el utilizado 
para el calculo energetic0 fue el denominado SANDER. 
Se evalu6 la validez de la minimizaci6n por dinarnica molecular comparando las 
distancias metal residuo de union a metal, y por superirnposicion de las estructuras de la 
proteina previa y posterior a la dindmica molecular generada. 
2.3.9.2- Determinacidn del sitio de unidn a sustrat~ 
Un prerrequisito para el docking de pequefias moleculas de ligando en proteinas es la 
determinacidn del sitio donde dicho ligando interactira con la proteina. Esta determinaci6n se 
realizo mediante diversas metodologias. 
En primer lugar se explotaron las similitudes funcionales y estructurales que comparte 
con la IPGM. Debido a que existe gran cantidad informaci6n estructural y funcional de la IPGM, 
se puede inferir information de la enzima de inter&. 
Para verificar la validez de las comparaciones se realiz6 en primer lugar una 
superposici6n estructural de diversas PPMs y de diversas IPGMs. Este analisis se realiz6 
utilizando el programa DALl http://ekhidna.biocenter. Helsinki. fildali-server/. Asimismo se 
realizb una superposici6n estructural de la PPM de E coli y de la IPGM ( PDB 1098)~ ambas 
secuencias mostraron un alto grado de similitud, este analisis fue realizado por el programa 
HHpred. 
Ademds, se estudiaron 10s sitios de unidn mediante mbtodos computacionales. Se 
utiliz6 el programa denominado LIGSITE~, htt~://~o~ubmed2.biotec.tu-dresden.de/cni- 
bin/index.ph~. LIGSITE es un programa desarrollado para la detecci6n automatica y rdpida de 
cavidades en la supetficie de proteinas que pueden actuar como sitios de union para pequefias 
moleculas de ligando. Para lo mismo se carg6 el PDB de la PPM minimizada, y se obtuvieron 
diversos PDBs, en 10s cuales se remarcaban 10s aminodcidos ubicados en 10s posibles sitios de 
uni6n a ligando. 
Hendlich, M.; Rippmann, F.; Barnickel, G.; Journol ofMolecular Graphics and Modelling, 1997,15,353363 
e.,xy .Tr$ :,:e I 
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Finalmente, se estudi6 la consewacidn aminolrcidica entre las secuencias de diversos 
miembros de la familia de la fosfopentomutasa, utilizando el programa CLUSTWAL-W, 
localizado en la URL htt~://www.ebi.ac.uk/TooIs/dustalw2/index.html. Se eligi6 para el 
estudio de alineaci6n de secuencias, las secuencias de 88 fosfopentomutasas bacterianas de 
diversas cepas de similar peso molecular, con menos de un 90% de redundancia entre las 
secuencias. 
Para la determinaci6n de 10s residuos del sitio activo de la enzima, se utilizd el 
programa de reconocimiento molecular o docking, AUTO DOCK^ v 4.0. 
2.3.9.3.1- Estudios preliminares en sistemas- conocidos. Evaluacidn de la wrga del 
metal y de la eficencia de 10s experimentos de reconocimiento molecuIar en 
metaloproteinas utilimndo el progmma AUTODOCK 
Para investigar la precisi6n del docking de sustratos pequeiios a metaloproteinas y el 
efecto de la carga formal del i6n manganeso, se realiz6 un estudio preliminar de 
reconocimiento molecular de un sustrato con una metaloproteina del cual, su mod0 de unibn, 
fue determinado experimentalmente. Se eligi6 para estos experimentos la enzima IPGM y el 
sustrato 2-fosfoglicerato (ZPGA). La estructura cristalina de la proteina (PDB 1098) fue 
colectada de la base de datos depositgda en el RCSB PROTEIN DATABANK 
(htt~://www.~db.ord~db/home/home.do ), asi como el PDB del ZPGA. Se utilizaron las 
herramientas AUTO DOCK TOOLS^, para aiiadir hidr6genos polares y cargas parciales tanto a la 
proteina como al ligando utilizando las cargas de United Atom y Gasteiger, respectivamente. 
Los pardmetros de sohrataci6n y 10s vollSmenes fragmentales para la proteina fueron asignados 
utilizando la herramienta ADDSOL (incluida en el paquete del programa de herramientas). Las 
torsiones flexibles en el ligando fueron asignadas con el modulo de AUTOTORS, permitiendose 
la rotacibn libre de todos 10s Bngulos diedros. La carga formal del manganeso fue aiiadida 
manualmente en 10s archivos .pdbq generados por las herramientas del programa autodock. 
Los campos de afinidad de la grillas fueron generados utilizando el programa auxiliar 
AUTOGRID. Se utiliz6 el algoritmo genbtico GA-LS hibrldo para desarrollar 10s experimentos de 
reconocimiento molecular, con 10s padmetros definidos por el programa. Para 10s iones 
Pospisil, P.; Folkers, G.; FABAD I.  Pharm. Sd., 2004,29,81-92 -. . . 
Sanner, M.; Duncan, B.; Carrillo, C.; Olson, A; POC. Symp. Biocomput., 1999,401-4129 
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manganeso se usaron 10s potenciales del campo de fuerza de AMBER, definidos en el 
programa AUTODOCK. 
Para el proceso de docking el campo de la grilla fue definido como un cub0 de 50 A 
centrado en el ligando, con 10s puntos de la grilla separados por 0.375 A. Para el modelado de 
10s enlaces de hidrogeno y de las interacciones de Van der Waals, se utilizaron 10s pardmetros 
de Lennard-Jones 12-10 y 12-6, respectivamente. Las conformaciones resultantes del 
experimento de docking fueron agrupadas en familias con modos de union similar, con una 
tolerancia entre grupos, de la desviacion cuadrdtica media (RMSD) de 2 A. La energia de 
docking represent6 la suma de la energia intermolecular y de la energia interna del ligando 
mientras que la energia libre de union, la suma de la energia intermolecular y la energia libre 
de torsion7. La eficiencia del experimento fue medida basada en la RMSD de 10s ligandos 
obtenidos por el experimento de docking relatives al obtenido experimentalmente. Se 
calcularon, asimismo las distancias metal-fosfato y metal-proteina (programa swiss pdb 
viewer). 
2.3.9.3.2- Experimentos de reconocimiento molecular- seleccidn de las condiciones 
experimen tales 
Luego, se exploro el efecto de la carga del manganeso, en el experimento de 
reconocimiento molecular de la ribosa 5-fosfato por la PPM. E l  PDB del sustrato fue extraido 
de la base de datos depositada en el RCSB PROTEIN DATABANK (Se encontro un archivo de un 
complejo proteico de este sustrato y se extrajo del mismo utilizando el programa de swiss pdb 
viewer). La conformacidn del sustrato asi como su carga, fueron optimizadas utilizando el 
servidor llamado Dundee PRODRG2 en el URL www.davacpcl.bioch.dundee.ac.uk/prodrg. El 
procedimiento seguido para realizar 10s experimentos de reconocimiento molecular fueron 10s 
mismos que 10s descriptos para el experimento preliminar, detallados previamente, except0 
por la localizacidn del centro de la grilla. En primer lugar se aplico el procedimiento de docking 
a toda la proteina blanco, sin la imposicidn de un sitio de union. Esto se denomina 
"reconocimiento molecular a ciegas" o "blind docking". Se realiz6 con el objeto de evaluar si el 
sustrato se ubicaba, luego del experimento de reconocimiento molecular, en el sitio de union 
propuesto anteriormente. Para lo cual, se centrd la grilla en la mitad de la proteina con 10s 
puntos de la grilla separados por 1 A. El campo de la grilla fue definido como un cub0 de 50 A 
de lado. De esta forma se cubrib todo el espacio de la proteina. 
7 Ewing, T.; Kuntz, I.; I. Comput. Chem., 1997, 18,1174-1189 
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Luego se realiz6 un experimento de reconocimiento molecular en el sitio adivo 
propuesto de la enzima. Esta vez, se centrd la grilla en uno de 10s iones manganeso, con 10s 
puntos de la grilla separados por 0.375 A. El campo de la grilla fue definido como un cub0 de 
50 A de lado. 
2.3.9.3.3- Experimentos de reconocimiento molecuIar evaluando como ligando Ias 
furonoms 5-fosfcrto. 
Se realizaron experimentos de reconocimiento molecular, evaluando la afinidad y el 
mod0 de uni6n de 10s ligando conocidos para la PPM, desoxirribosa 5-fosfato, ribosa 5-fosfato 
y arabinosa 5-fosfato a1 modelo de la proteina. Como no existe informaci6n acerca de la 
conformaci6n de 10s ligandos unidos a la proteina, se debieron realizar experimentos de 
reconocimiento molecular con 10s anomeros a y @ de las tres furanosas de interes, asi como 
con las formas aciclicas de 10s azucares en cuestibn, con las condiciones 6ptimas halladas en el 
paso anterior (carga formal del metal 2 y ubicando la grilla centrada en el metal). 
2.3.9.3.4- Experimentos de reconocimiento molecular evaluando como ligando /as 6- 
D-furonosas 1-fosfcrto 
Debido a la complejidad de 10s sustratos previamente estudiados y la falta de 
informaci6n de la adividad de la PPM frente a 10s mismos, se decidi6 realizar 10s ensayos de 
reconocimiento molecular con 10s ligandos furanosas 1-fosfato. Se sabe que el anomero que 
reconoce la enzima para la reacci6n transferasa, es el an6mero a y, ademis existe informaci6n 
bibliogrdfica comparando la adividad de la enzima frente a diversas furanosas 1-fosfato. 
Por este motivo se decidi6 realizar experimentos de reconocimiento molecular, 
evaluando el mod0 de unidn de: a-D-ribosa I-fosfato (R-1-P), a-D-desoxirribosa 1-fosfato (D-l- 
P) y aD-arabinosa 1-fosfato (A-1-P). El procedimiento seguido para estos experimentos fue el 
rnismo que el aplicado a las furanosas 5-fosfato. 
Asimismo, se realizaron experimentos de reconocimiento molecular, incrementando el 
nlimero de conf6rmeros obtenidos en el anilisis, para poder realizar un anilisis estadistico del 
mod0 de uni6n de estos ligandos. El nlimero de wnf6rmeros obtenidos fue de 100 por cada 
experimento. 
a 
















Sintesis de furanosas 5-fosfato 
3.1- Obietivos v resumen 
El objetivo de este capitulo es presentar la estrategia ernpleada para la sintesis de diversas 
furanosas 5-fosfato, rnateriales de partida en la sintesis quirnio-enzirndtica de nucleosidos, tanto 
naturales corno rnodificados, propuesta en esta tesis. El principal proposito fue desarrollar una 
estrategia quirnio-enzirnatica versdtil para la sintesis de furanosas 5-fosfato, partiendo de 10s 
azdcares libres. Con este fin, se protegieron quimicarnente todas la funciones hidroxilicas de 
diversas pentosas. Luego se procedio a la desproteccion regioselectiva del grupo protector en la 
posicion 5 de las pentosas estudiadas rnediante el uso de reacciones biocatalizadas. En la primer 
parte de este capitulo se discutird la proteccion quimica de las furanosas y luego el estudio de la 
regioselectividad de las reacciones de desprotecci6n utilizando diversas fuentes enzirndticas. 
Una vez obtenidas las furanosas regioselectivarnente desprotegidas, es decir, con la 
posicion 5 libre, se procedio a la obtencion de las diversas furanosas 5-fosfato, por lo que, en la 
segunda parte de este capitulo se describirdn diversas estrategias de fosforilaci6n quirnica. 
Asirnisrno se discutira es este capitulo, la obtenci6n de otros sintones, utilizando las 
furanosas desprotegidas en hidroxilos secundarios, corno posibles precursores para la sintesis de 
diversas furanosas 5-fosfato. 
3.2- Esauema rceneral de la sintesis de furanosas 5-fosfato 
A continuaci6n se describe el esquerna general de la sintesis quimio-enzirndtica de 
diversas furanosas 5-fosfato (Figura 3.1). El primer paso es la proteccion de todos las funciones 
hidroxilo de la rnol6cula del rnonosacdrido. La protecci6n del hidroxilo anombrico se realizd 
rnediante la condensacion del rnonosacdrido con un alcohol, forrndndose 10s rnetil o butil- 
pentofuranosidos correspondientes. Luego, se procedi6 a la protecci6n de las dernds funciones 
hidroxilicas rnediante reacciones de acetilacibn, obtenidndose 10s alquil-furan6sidos acetilados 
correspondientes, segdn se muestra en la Figura 3.2. 
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Figura 3.1. Esquema general de la sintesk de furanosas 5-fosfato. 
Una vez obtenidos estos productos, se ensayaron diversas estrategias de desacetilaci6n 
enzimdtica, utilizando dos enzimas comerciales, la lipasa de Candida rugosa (CRL) y la lipasa 
inmovilizada de Candida antdrtica B (CAL-B). Asimismo, se ensayaron reacciones de desacetilacidn 
utilizando tejido vegetal (Musa sapientum) como biocatalizador (Figura 3.2). Una vez obtenidos 10s 
metil 2,3-0-diacetil pentofuran6sidos se ensayaron reacciones de fosforilaci6n quimica, para 
obtener finalmente las furanosas 5-fosfato. 
Figura 3.2. Sintesis de furanosas con la posici6n 5 libre 
3.3- Resultados v discusi6n 
3.3.1- Sintesis de alauil furanosidds acetiladog 
Como se muestra en la Figura 3.1, el primer paso de la estrategia planteada para la 
obtencidn de furanosas 5-fosfato es la protecci6n de las funciones hidroxflicas en las diversas 
pentosas. En primera medida se comenzd con la proteccibn del hidroxilo anomerico mediante una 
glicosidaci6n de ~ischer'. Esta reacci6n implica el tratamiento de carbohidratos desprotegidos con 
alcoholes en presencia de un catalizador dcido. A pesar de ser el primer mbtodo de glicosidaci6n1 
' Ver por ejemplo: a) Fischer, E.; Ber. Dbch. Chem. Ges., 1893,26,2400, b)  Fixher, E.; Ber. Msch. Chem. Ges., l895,28, 
1145 
4 




























descripto en el aiio 1893, es muy ljtil para la sintesis de glicbidos con alcoholes simples, dado que 
no requiere ningljn tip0 de proteccidn en 10s hidroxilos del azljcar. Mds aun, por medio de esta 
reaccidn se pueden obtener predominantemente las formas alquil furandsidas. En general, la 
reaccidn de Fischer transcurre de forma tal, que en etapas tempranas las formas furandsicas son 
las predominantes (control cinetico) mientras que en equilibrio las formas pirandsicas son el 
producto mayoritario (control termodindrnic~)~. Esto es debido a que la ciclacidn de anillos de 
cinco miembros es mds veloz que la andloga de seis miembros. Cuando la reaccidn esta gobernada 
por la cinetica, se observaran 10s productos furandsicos que se equilibraran luego, a la mezcla de 
equilibrio termodindmica. Esta equilibracidn involucra una expansidn del anillo a las formas 
pirandsicas termodindmicamente m6s estables. Las preferencias conformacionales de las 
aldopentosas estdn gobernadas por la minimizacidn de la repulsidn esterica, y por una mayor 
estabilizacidn anomerica. Por lo que si la reaccidn se termina en etapas tempranas, pueden 
aislarse como productos mayoritarios, 10s glicdsidos furandsicos. 
Con el objetivo de sintetizar diversas furanosas 5-fosfato y asimismo poder estudiar la 
regioselectividad de las reacciones de desacetilacidn en diversas furanosas acetiladas, se 
sintetizaron 10s productos 0-metilados derivados de la D-ribosa, D-arabinosa, D-xilosa, D- 
desoxirribosa, y L-arabinosa. Asimismo, con el propdsito de extender 10s estudios de 
regioselectividad en las reacciones de desacetilacidn, se sintetizaron 10s productos Obutilados 
derivados de la D-ribosa, D-arabinosa y D-xilosa. 
Las condiciones de reaccidn empleadas en todos 10s casos para las glicosidaciones de 
Fischer fueron el uso del mismo alcohol (metanol o butanol, segljn corresponda) como disolvente, 
en presencia de cantidades cataliticas de acido sulfljrico como catalizador dcido, aiiadiendose 
cantidades equimolares de sulfato de cobre anhidro, para de esta forma capturar las moleculas de 
agua liberadas por la reaccidn de glicosidacidn. 
Para obtener una mayor proporcidn de las pentosas en la forma furandsica, se estudid la 
reaccidn de Fischer en funcidn del tiempo de reaccibn, aislando pequefias alicuotas de productos 
alquilados, y posteriormente analizdndose 10s espectros de RMN de 'H y de 10s crudos de 
reaccidn. En el caso de la reaccidn de glicosidacidn de Fischer realizada sobre la D-ribosa se 
observd, a todos 10s tiempos de reaccidn analizados, la formacidn mayoritaria de metil-a-D- 
ribofurandsido y metil-p-D-ribofurandsido. Al evaluar la relacidn anomerica a distintos tiempos, se 
observd que a tiempos cortos de reaccidn (3 h) se form6 ljnicamente el producto p glicosidado, 
Boons, G.; Hale, K.; OrganicSyntheds with Carbohydrates, Wiley-Blackwell, 2000. ISBN: 978-1-85075-913-3 
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rnientras que al aumentar el tiempo de la reaccidn, se obtuvo como product0 mayoritario la 
rnezcla de andmeros a y $ en la fonnas furanbicas, incrementdndose la proporcidn del andmero 
a en la mezcla con el tiempo de reaccidn. A tiempos prolongados (> 48 h) se observd la aparicion, 
en pequeiia proporcidn, de 10s productos glicosidados en la forrna pirandsica. Para la D-arabinosa 
se observd la completa conversidn del sustrato a 3 horas de reaccidn, observdndose 10s productos 
rnayoritarios en las forrnas furandsicas, con una pequeiia proporcidn (rnenor a1 5%) de 10s 
andlogos piranbsicos. En el caso de la D-xilosa y L-arabinosa el tiempo de reaccidn fue critico, 
obsewandose a tiernpos rnayores a 3 h, una proporci&n elevada de 10s derivados en las formas 
pirandsicas. 
Una vez confirrnada la presencia de 10s anillos furandsicos, se contindo con la proteccidn de 10s 
dern6s hidroxilos libres. Esto se llevd adelante mediante reacciones de acetilacidn quimica, 
utilizando anhidrido ac&ico en piridina (Py), abdiendo cantidades cataliticas de 4- 
dimetilaminopiridina (DMAP), directamente sobre 10s crudos de reaccidn de las glicosidaciones. En 
todos 10s casos, se pudieron purificar exitosamente por cromatografia en columna de silica gel, 10s 
metil2,3,5-tri-O-acetil-D/L-pentofurandsidos con rendimientos en un rango del40-50%, calculados 
a partir del azdcar libre (Tabla 3.1). En el caso del metil 2,3,5-tri-0-acetilaJ3-D-ribofurandsido 
(la,b; Figura 3.3), arnbos andmeros se pudieron aislar por cromatografia en columna de silica gel, 
rnientras que en el caso de 10s productos metil 2,3,5-tri-0-acetil-0-D-arabinofurandsio (2, 
Figura 3.3)) metil 2,3,5-tri-O-acetilaJ3-D-xilofuran65ido (3, Figura 3.3) y metil 2,3,5-tri-O-acetil- 
a,$-L-arabinofurandsido (4, Figura 3.3), se obtuvieron las mezclas de andmeros en distintas 
proporciones seglin indica la tabla 3.1. En el caso del desoxirribbido, las formas furandsicas no se 
pudieron aislar eficientemente de las pirandsicas por mdtodos cromatogrdficos. 
Utilizando la rnisma estrategia, se sintetizaron 10s butil furandsidos (Figura 3.3) con 
rendirnientos comparables a 10s metil furandsidos. Se observd una dnica diferencia entre 10s 
productos obtenidos O-rnetilados y O-butilados, siendo dsta, la relacidn anornCrica obtenida en la 
reacci6n de butilacidn de la D-arabinosa, observdndose una gran proporcidn del andrnero a con 
respecto al j3 (Tabla 3.1). 
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Figura 3.3. AlquiI2,3,5-tri-0-acetil-D/L-pentofuran6sidos preparados 
Wong y colaboradores3 estudiaron la regioselectividad de diversas reacciones de 
desacetilaci6n de metilfuran6sidos, utilizando'la CRL como biocatalizador. En la reaccibn de 
desacetilacion del metil 2,3,5-tri-0-acetil-a,P-D-xilofuran6sid0, estos autores obtuvieron 10s dos 
anomeros desacetilados con distintas regioselectividades. En el caso del anomero p, obtuvieron el 
producto desprotegido en la posici6n 3, mientras que en el caso del anomero a, observaron el 
producto desacetilado en la posicidn 5, no logrando aislar estos productos por metodos 
cromatograficos usuales, obteniendo la mezcla de 10s anomeros desacetilados en las distintas 
posiciones del azdcar. 
Hennen, W.; Sweers, H.; Wang, Y.; Won& C.; I. Org. Chem., 1988,53,4939 
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Tabla 3.1. Rendimientos y proporciones anomericas de 10s alquil2,3,5-tri-0-acetil-a$- 
pentofuranbidos. 
Con objeto de estudiar la reacci6n de desacetilaci6n de 10s xildsidos Linicamente con el 
an6mero a, se procedi6 a la sintesis de la 3,5-di-0-acetil-1,2-~isopropiliden-a-D-xilofuranosa (9, 
Figura 3.4), para asi estudiar la posibilidad de obtener'el andmero a desacetilado en la posici6n 5 
de forma pura. Para esto, se sintetizb, en primera instancia, el di-0-acetal triciclico 1,2;3,5di-0- 
isopropiliden xilofuranosa partiendo de la D-xilosa en acetona y acido sulflirico como catalizador 
Scido de la reaction. Siendo Qta una reacci6n de condensacidn reversible, que libera agua como 
subproducto, se le aiiadi6 CuS04 anh. para removerla del medio de reacci6n. Una caracteristica 
interesante de 10s azlicares protegidos por mSs de un acetal ciclico es la posibilidad de 
experimentar hidr6lisis selectiva. Siendo el grupo 1,2-O-isopropiliden m b  resistente a la hidr6lisis 
Scida, se logr6 obtener en condiciones Scidas suaves sobre el crudo de reacci6n, el producto 1,2- 
0-isopropiliden-a-D-xilofuranosa (8, Figura 3.4). Finalmente se acetilaron, utilizando anhidrido 
acbtico en Py, las posiciones 3 y 5 de la xilokrranosa, obteniendose la 3,Sdi-0-acetil-1,2-0- 
isopropiliden-a-D-xilofuranosa (9, Figura 3.4), con un rendimiento del55 %, calculado a partir de la 
D-xilosa. La estructura del compuesto se confirm6 por analisis de 10s espectros de RMN de 'H y 13c, 
obsenr6ndose un desplazamiento a campos menores de la sefial correspondiente al H-3 del 
producto 9 (de 4.19 ppm para el compuesto 8 a 5.00 ppm para el compuesto 9) indicando una de 
las posiciones de acetilaci6n. 
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Figura 3.4. Sintesis de la 3,5-di-0-acetil-1,2-O-isopropiliden-a-D-xilofuranosa. 
3.3.2 Sintesis auimio-enrimstica de furanosas diacetiladas: reacciones enrimeticas de 
desacetilaci6n. 
Luego de la obtencion de 10s diversos furanbidos peracetilados, se procedio al andlisis de 
la regioselectividad de las reacciones de hidrolisis biocatalizadas utilizando enzimas de diversas 
fuentes, con el objeto de obtener 10s azlicares con la posici6n 5 libre. El primer biocatalizador 
estudiado fue la CRL. Se selecciono este biocatalizador en base a estudios previos3 que mostraron 
que la reaccion de hidrolisis enzirnatica de diversos metilfurandsidos peracetilados, era totalmente 
regioselectiva y se obtenian, en la mayoria de 10s sustratos estudiados, 10s productos 
desacetilados en la posicion 5. Otro factor tenido en cuenta para su selection fue la accesibilidad 
comercial de este biocatalizador. 
En segundo lugar, se decidio explorar la regioselectividad de las reacciones de hidrolisis enzirndtica 
utilizando tejido vegetal, corno biocatalizador. Se selecciono con este fin, porciones de Musa 
sapienturn (banana) corno fuente enzirnAtica, debido a que se han reportado estudios que 
demuestran la presencia de lipasas y esterasas en dicho fruto4. 
Finalrnente se analizo si existian diferencias en la regioselectividad de las reacciones de 
hidrolisis enzirnatica, al llevarlas a cab0 sobre 10s sustratos butil pentofuran6idos peracetilados en 
lugar de 10s correspondientes rnetil derivados. Otro proposito particular de esta modificaci611, fue 
estudiar si las rnezclas de anomeros obtenidas corno productos de desacetilaci6n podian separarse 
por mktodos cromatogr.ificos usuales. 
4 Bailey, M.; I. Am. Chem. Soc., 1912, 34,1706 
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3.3.2.1- Reacciones de hidr6lisis enzimdtica de los metil2.3.5-tri-0-acetil-DIL- 
pentofurandsidos utilizando la CRL. 
En terminos generales, las reacciones de hidrdlisis utilizando la CRL se llevaron a cabo 
disolviendo 10s sustratos peracetilados en DMF, diluyendo las soluciones posteriormente con 
nueve vollimenes de buffer fosfato 0,lM (pH = 7), y finalmente afiadiendo la enzima comercial CRL 
a la mezcla de reaccidn y agitando orbitalmente a 37'C. De esta manera se obtuvieron reacciones 
homogeneas que fueron monitoreadas por c.c.d. Cuando se obsewaron conversiones dptimas 
(esto implicd como criterio tanto la maxima conversidn por monitoreo de la desaparicidn del 
sustrato de partida como la menor formacidn de productos didesacetilados), las mezclas de 
reaccidn fueron extraidas con AcOEt, y el extract0 organic0 obtenido de esta forma, fue secado y 
evaporado a sequedad. Los productos fueron purificados finalmente por cromatografia en 
columna de silica gel. Los compuestos asi obtenidos fueron analizados par RMN de 'H y I3c y 
posteriorrnente por experimentos de hornodecoupling de 'H. Se determind la posicidn de 
desacetilacidn comparando 10s desplazamientos quimicos de las seliales de 'H-RMN de 10s 
sustratos y de 10s productos. Asimismo existen algunos de estos productos asignados 
espectroscdpicamente en publicaciones previas, confirmando la asignacidn de las posiciones de 
desacetilacidn propuestas. 
R, R,' & % %  % & R4 
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Figura 3.5. Estructura de 10s productos de c&sacetilacibn utilizando CRL como biocatalizador. 
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En primer lugar, se estudib la hidrolisis de 10s metil 2,3,5-tri-0-acetil-D/L- 
pentofuranosidos. La hidr6lisis del andmero p del metil 2,3,5-tri-0-acetil-D-ribofurancisido (lb, 
Figura 3.6) fue regioselectiva para la posicidn primaria, observandose como linico producto el 
metiI2,3-di-O-acetil-p-D-ribofuran6sido (lob, Figura 3.6) con un rendimiento del75 % (Tabla 3.2). 
En el caso del anomero a, la regioselectividad fue la misma que la observada para el an6mero PI 
obteniendose un unico producto monodesacetilado, el metil 2,3-di-O-acetil-a-D-ribofuranosido 
(lOa, Figura 3.6) con un 80 % de rendimiento (Tabla 3.2). El analisis por RMN de 10s productos 
desacetilados de ambos anomeros, mostr6 un fuerte desplazamiento a campos altos de las 
sefiales correspondientes a 10s Hs-5, en concordancia con 10s datos espectrosc6picos reportados 
previamente para ambos productos3.(de 4.11 y 4.36 ppm, sefiales correspondientes a cada H-5 en 
el sustrato lb, a 3.46 y 3.57 ppm en el producto 10b y de 4.22 y 4.37 ppm sefiales 
correspondientes a cada H-5 del sustrato l a  a 3.82 y 3.87 ppm en el producto 10a). 
CRL 
AcO*oMe -- 
OAc Y OAc Y 
la,bX= H, Y = OAc [ 2 x = o A C . y = H ]  I lOa,b X= H, Y = OAc 11 X=OAc,Y=H 1 
Figura 3.6. Desacetilaci6n enzirnhtica de metiI2,3,5-tri-0-acetil-D-rib0 y D-arabinofuranosidos 
La hidrolisis de la mezcla de anomeros del metil 2,3,5-tri-O-acetil-a,$-D-arabinofuran6sido 
(2, Figura 3.6) tambien dio la regioselectividad deseada, obteniendose la mezcla de ambos 
anomeros desacetilados en la posicion 5 (metil 2,3-di-O-acetil-alp-D-arabinofuranosido, 11, Figura 
3.6) con un rendimiento del 70 % (Tabla 3.2). La reacci6n de desacetilaci6n del D-arabinbsido 
peracetilado fue estudiada previamente por Wong y colaboradores3, aunque Linicamente 
analizaron la desacetilacion enzimatica del anomero a utilizando la CRL, observando la misma 
regioselectividad que la obtenida por la reaccion de hidrolisis realizada en nuestro laboratorio, 
razon por la cual fue posible comparar las asignaciones espectrosc6picas de ambos productos 
obtenidos. Para determinar la posicion de desacetilacion del producto obtenido por hidr6lisis del 
anomero p, se analizaron 10s espectros de 'H-RMN, en 10s cuales se observo un fuerte 
desplazamiento a campos altos de las seiiales correspondientes a 10s Hs-5 (de aprox. 4.14 y 4.20 
ppm correspondientes a las sefiales de 10s H-5 del sustrato 2p a 3.82 y 3.79 ppm en el producto 
l l$), obteniendose entonces la misma regioselectividad que en el caso del an6mero a. No fue 
posible separar por metodos cromatografia en columna de silica gel esta mezcla de an6meros 
desacetilados, per0 pudo utilizarse como tal para la posterior reacci6n de fosforilacion, ya que en 
ambos anbmeros se encuentra desprotegida la poskion 5. En 10s tres casos descriptos, se 
complet6 la reacci6n de hidrolisis, obteniendo conveniones aprox. cuantitativas. Los rendimientos 
obtenidos menores al 100 % pueden ser atribuidos a perdidas de masa en la extracci6n con 
acetato de etilo de la mezcla de reaccibn, debido a la formacidn de una emulsi6n en la interfase y 
a la solubilidad de 10s compuestos en la fase acuosa / DMF. 
Tabla 3.2 Desacetialci6n regioselectiva de metilfuran6sidos peracetilados utilizando CRL. 
La hidrolisis de la mezcla anomerica del metil 2,3,5-tri-O-acetil-a,$-D-xilofuranosido (3, 
Figura 3.7) dio como resultado dos productos en una relacidn de 1.5:1. Ambos productos fueron 
parcialmente aislados por cromatografia en columna de silica gel e identificados por 
espectroscopia de RMN de 'H. En este caso, la regioselectividad observada no coincidi6 con la 
obtenida en el caso de 10s ribbsidos, obteniendose 10s productos desacetilados en la posicion 3 
con un 54 % de rendimiento (Tabla 3.2). En el trabajo de Wong y colaboradores3, se report6 la 
obtencion del mismo producto desacetilado en la posicidn 3 en el caso del an6mero P (metil 2,s- 
di-O-acetil-$-D-xilofuran6sido ( i ts,  Figura 3.7), per0 en cambio se inform6 que el producto 
obtenido por la hidrblisis enzimdtica del andmero a era el desacetilado en la posicion 5, no 
pudiendo aislar la mezcla andmerica por cromatografia en columna de silica gel. En el liltimo caso, 
10s espectros de 'H y 13c reportados en esta publicaci6n8 no coinciden con 10s obtenidos a partir 
del producto aislado en la reacci6n de hidr6lisis realizada en nuestro laboratorio. El producto 
asignado y verificado por experimentos de hornodecoupling de 'H, fue el producto desacetilado en 
la posici6n 3, el metil2,S-di-O-acetila-D-xilofuran6sido (Ua, Figura 3.7). En este caso se observ6 
en el espectro de RMN de 'H, un desplazamiento de la seflal correspondiente al H-3 (de 5,49 ppm 




































































Figura 3.7. Desacetilacidn enzimdtica de metil2,3,5-tri-0-acetil-D-xilofurandsido. 
Por ultimo, la hidrolisis utilizando la CRL como biocatalizador, de la mezcla de an6meros 
metil 2,3,5-tri-0-acetil-a,P-L-arabinofuranosido (4, Figura 3.3), se produjo con la regioselectividad 
deseada, obteniendose el producto desacetilado en la posicion 5 del azlicar, el metil 2,3di-0- 
acetila$-L-arabinofuranosido (13, Figura 3.5) con un 50 % de rendimiento (Tabla 3.2). En 
concordancia con 10s productos desacetilados en la posici6n 5, se observd en el RMN de 'H, un 
desplazamiento a campos mas altos de las sefiales correspondientes a dichos hidrogenos (se 
observo un multiplete en el rango de 4,054.20 ppm correspondientes a 10s H-5 en el sustrato, 
mientras que las seiiales correspondientes al H-5 en el producto desacetilado, se observaron en el 
rango de 3.77-3.79 ppm). 
En las dos ljltimas hidrolisis descriptas se obtuvieron rendimientos alrededor de 50 %, 
debido a que no se pudieron completar ambas reacciones. A tiempo mayores a 15 horas 
comenzaron a aparecer productos monoacetilados, por lo que se concluyeron las reacciones a 
tiempos optimos, en 10s cuales la conversion no fue cuantitativa. Se puede observar que en todos 
10s casos estudiados, el anomero a reacciona con mayor velocidad que el an6mero P 
correspondiente, en las reacciones de hidrolisis. Esta observacion se pudo deducir, comparando la 
relacion anomerica en el producto desacetilado con respecto a la relaci6n anomkrica en el 
material de partida. Asimismo se comprobo que el material de partida sin reaccionar, era el metil 
f3-pentofuranosido triacetilado. 
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3 . 3 . 2 . 2 s  
pentofurandsidos utilizando teiido vegetal fMusa saaientuml 
Las reacciones de hidr6lisis utilizando tejido vegetal, particularmente porciones de 
banana, como fuente de lipasas y esterasas, se llevaron a cab0 primer0 disolviendo 10s sustratos 
peracetilados tanto en DMF como en AcOEt , diluyendo las soluciones posteriormente con nueve 
vollimenes de buffer fosfato 0,lM (pH=7), finatmente aAadiendo las porciones de banana 
pretratadas a la mezcla de reaccibn, y agitando a 37°C en un agitador orbital. Se utiliz6 para estos 
ensayos banana de origen ecuatoriano (Musa sapienturn, variedad Cavendish). El pretratamietno 
del biocatalizador implico, en primer lugar, cortar la banana comercial en cubos con vollimenes 
menores a 1 cm3, para luego lavarlos sucesivamente con una soluci6n acuosa de lavandina 1 %, 
agua destilada, etanol y finalmente agua destilada nuevamente, para de esta forma eliminar 
posibles microorganismos superficiales que pudiera contener el tejido vegetal. Finalmente se dej6 
equilibrar las porciones de banana con el buffer de reacci6n. Antes de ser aiiadidas se cuantific6 el 
coeficiente de maduraci6n4, que aproximadamente fue de 1,8 en todos 10s casos estudiados, ya 
que el contenido de las distintas enzimas puede variar a lo largo del proceso de maduraci6ns. Las 
reacciones fueron monitoreadas par c.c.d., y cuando se observaron conversiones 6ptimas, las 
mezclas de reaccion fueron centrifugadas, y luego extraidas con AcOEt, el extract0 org6nico 
obtenido de esta forma, fue secado con Na2S04 anhidro, filtrado y evaporado a sequedad. Los 
productos fueron purificados finalmente por cromatografla en columna de silica gel y analizados 
por RMN de 'H y 13c y por hornodecoupling de 'H. Se determino la posici6n de desacetilacion 
comparando 10s desplazamientos quimicos de las senales de 'H-RMN de 10s sustratos y productos. 
Paralelamente se llevaron a cab0 experimentos blancos en ausencia del biocatalizador. 
En primer lugar se estudi6 la reaccidn de hidr6lisis del metil 2,3,5-tri-0-acetil-a-D- 
ribofuranosido (la, Figura 3.8) utilizando porciones de banana pretratadas como biocatalizador. 
Las reacciones fueron seguidas por c.c.d hasta desaparici6n completa del sustrato l a .  Se 
exploraron dos condiciones experimentales: En primera instancia, se utiliz6 una mezcla de DMF y 
buffer fosfato pH=7.0 como solvente3, condici6n idbntica a la utilizada para las reacciones de 
hidr6lisis utilizando CRL como biocatalizador, descripta en la secci6n 3.3.2.1. El RMN de 'H del 
crudo de reaccidn (Figura 3.9A) indict5 la presencia de un linico product0 de hidrolisis (72 % de 
rendirniento, solo un carbon0 anornt5rico), en el que se obsew6 un fuerte desplazamiento a 
campos altos de las seiiales correspondientes a 10s Hs-5, en concordancia con 10s datos 
a 
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a 
espectroscopicos reportados previamente para el metil 2,3-di-0-acetil-a-D-ribofuranosido (lOa, 
Figura 3.8). Posteriormente se modificaron las condiciones experimentales, utilizando como 
solvente de reaccion, la mezcla de AcOEt : buffer fosfato pH = 7.0, de forma de simplificar el 
proceso de tratamiento de 10s productos. En este caso se observo la misma regioselectividad en la 
reacci6n de hidrolisis, obteniendose como ljnico product0 el metil 2,3-di-0-acetil-a-D- 
ribofuranosido (lOa, Figura 3.8) esta vez con un rendimiento cuantitativo. La mejora en 10s 
rendimientos de reaccion puede ser atribuida a extracciones liquido-liquid0 mas eficientes que las 
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Figura 3.8. Reacci6n de desacetilacibn del rnetil2,3,5-tri-0-acetil-a-D-ribbsido y rnetil2,3,5-tri-0-acetil-B-D- 
ribhido, utilizando trozos de banana corno biocatalizador. 
Cuando la reaccion de hidrolisis fue llevada a cab0 sobre el sustrato metil 2,3,5-tri-0- 
acetil-P-D-ribofuranosido (lb, Figura 3.8) se observ6 una desproteccion no regioselectiva. En este 
caso se obtuvo una mezcla equimolar de 10s tres posibles productos de monodesacetilacion, el 
metil 2,3di-0-acetil-$-D-ribofuran6sido (lob, Figura 3.8), el metil 2,5-di-0-acetil-$-D- 
ribofuranosido (14b, Figura 3.8) y el metil3,5-di-0-acetil-@-D-ribofuranosido (15b, Figura 3.8). Este 
resultado se confirm0 espectroscopicamente (Figura 3.9B) observandose un conjunto de tres 
seiiales diferentes en el RMN de 'H, correspondientes a 10s tres Hs-1 (4.86, 4.87 y 4.92 ppm) que 
correlacionan con las tres seiiales anomericas diferentes observadas en el RMN de 13c (105.86, 
106.39 y 108.42 ppm). La mezcla de idmeros se observe como una ljnica mancha en c.c.d con el 
mismo Rf que el compuesta lob,  indicando el mismo grado de desacetilacion. 
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Aunque se ha reportado anteriormente que 10s sustratos l a  y l b  exhibian el mismo 
comportamiento regioselectivo en las reacciones de hidr6lisis utilizando CRL, 10s resultados 
obtenidos en este caso sugieren que la estereoquimica del centro anomerico podria afectar la 
selectividad de la reacci6n de desacetilaci6n enzimdtica cuando se utilizan porciones de banana 
como biocatalizador. En consonancia con estos resultados, se ha recientemente reportado5 que la 
alcoholisis enzimatica utilizando la CAL-B muestra un patr6n de reconocimiento diferente hacia 10s 
anomeros l a y  lb. 
Figura 3.9. Espectros de RMN de 'H del crudo de m d t h  dq les hldr6Hsis entimiticas utilizando banana 
como biocatalizador: (A) partiendo dd h &, (8) partiendo del sustrato lb. 
Con el objeto de explorar si el fendmeno dc regioselectividad observado a1 utilizar 
porciones de banana como biocatalizador era de caricter general, se estudid la reaccion de 
desacetilacion utilizando este biocatalizador, de la rnezda anomCrica de relacion a:p de 2:1, del 
sustrato metil 2,3,5-tri-0-acetil-a$-D-arabinofuran6sido (2, Figura 3.10). Las condiciones 
experimentales ensayadas fueron las mismas que las empleadas para las reacciones analogas 
realizadas sobre 10s sustratos ribosidicos (DMF:BufFer fosfato pH=7, 379C). Se analizaron, en este 
'liiigo, 5.; Tavema-Porro, M.; Montserrat, J.; Igleslas, L.; Iribarren, k; I. Md. Cutol. 8: Enzyrn., 2005,35 70 

























case, las reacciones de desprotecci6n a diversos grados de conversi6n. A conversiones del 45 % 
(Figura 3.10) se obtuvieron s61o 10s productos diacetilados: metil 2,3-di-0-acetil-a,$-D- 
arabinofuranbido (11, Figura 3.10), metil 2,5-di-0-acetil-a$-D-arabinofuran6sido (16, Figura 
3.10), y metil 3,5-di-0-acetil-a,P-D-arabinofuran6sido (17, Figura 3.10), con un relacion molar de 
1:1:7. El componente mayoritario fue asignado como la mezcla de anomeros en relacion a:$1:1.2 
del producto desacetilaci6n en la posicidn 2 del azllcar. La comparacidn de 10s RMN de la mezcla 
cruda de reaccion y 10s de la fraccidn aislada cromatogr6ficamente, sugiere que no ocurrio 
migration del grupo acetilo durante la purificaci6n. En un experiment0 independiente cuando la 
reaccion alcanzo un 87 % de conversi6n (Figura 3.10), se aisl6 la mezcla de 10s tres posibles 
productos de monodesacetilaci6n, 11,16 y 17, en una relacion molar 2.6 : 2.1 : 5.3. En este caso, la . 
relacibn de anomeros del producto mayoritario se vio modificada, obteniendose una relacion a:P 
de 1 : 0.04. Asimismo, se aisl6 una fraccidn de productos didesacetilados con un 45 % de 
rendimiento, productos de desacetilaciones sucesivas del an6mero $. Estos resultados contrastan 
con el comportamiento del rib6sido l a  en las reacciones de hidr6lisis utilizando porciones de 
banana como biocatalizador, que pudo ser convertido cuantitativamente al producto diacetilado 
(10a) sin posteriores y sucesivas desacetilaciones. 
0.OAC 
ocHS Banana , 
Solvente 
Rend. Rend. 
Relacibn Molar Conv. Monodesacet. Didesacet tiempo de 
Sdvente 11 : 16 : 17 (17a : 17b) %b %= . % reacccidn (hs) 
DMF:PBS' I : I : 7 (1 : 1.2) 45 25 o 10 
DMF:PBS 2.6 : 2.1 : 5.3 (I : 0.04) 87 17 45 16 
Ac0Et:PBS 1 :  1 : 8  (1 : l . l )  50 27 0 10 
Ac0Et:PBS I 1.7 : 2.8 : 5.6 ( I  : 0.18) I 100 I 14 I 64 I 16 
a PBS: Buffer fosfato DH = 7. b Converskn K; determhado utibando el bdance de tmsa de b9 nroductos 
dslados cromatog&h. c: Wndirnknb K; krego de la pWca&n pacromstograffa en cokrmna de siiia gel. 
Figura 3.10. Reaccibn de desacetilacibn del metil2,3,5-tri-0-acetil-a$-D-arabindsido, utilizando banana 
como biocatalizador. 
Cuando las condiciones de reaccidn se modificaron como se describio para el caso de 10s 
rib6sidos, utilizando la mezcla AcOEt : bufer fosfato pH 7.0 como solvente, la reaccidn de hidrolisis 
utilizando porciones de banana como biocatalizador, dio resultados similares a 10s obtenidos 
utilizando la mezcla DMF : buffer fosfato pH 7.0 (Figura 3.10). En ambos casos, cuando fue 
incrementado el grado de conversidn de la reaccibn, se vio aumentado el rendimiento de 10s 
productos didesacetilados, principalmente por la hidr6lisis del an6mero B del compuesto 17, 
cambio reflejado en la proporcidn de 10s andmeros de dicho compuesto con el grado de 
conversidn (Figura 3.10). 
Cuando la reaccion de hidrdlisis utilizando banana como biocatalizador, se llevo a cab0 
sobre el sustrato metil 2,3,5-tri-0-acetil-a,B-L-arabinofuran6sido (4), se obtuvieron 10s tres 
posibles productos de monodesacetilaci6n en proporcidn equimolar, en todos 10s grados de 
conversidn ensayados, concluy4ndose asi, que la reaccidn no mostr6 regioselectividad cuando se 
realizd sobre este sustrato. 
Por otro lado, la reaccidn de hidr6lisis llevada a cabo sobre el metil2,3,5-tri-0-acetil-a,B-D- 
xilofurandsido (3, Figura 3.11) utilizando el mismo biocatalizador, mostrd como en el caso de 10s 
ribosidos, diferentes regioselectividades dependiendo de la configuracidn del C-1. Cuando se 
sometio a hidrolisis enzimitica dicho sustrato (3, a:@ 41) utilizando como solvente de reaccidn, la 
mezcla DMF : Buffer fosfato pH=7.0, se obtuvo una mezcla de productos que consistia en dos 
compuestos diacetilados, que fueron asignados espectroscdpicamente corno: metil2,Sdi-0-acetil- 
a-D-xiIofuran6sido (18, Figura 3.11) y metil 3,s-di-0-acetil-B-D-xilofuran6sido (19, Figura 3.11) en 
una relacidn molar 5.3 : 3.8, junto con aproximadamente 10 % de otros productos de 
didesacetilacion (20, Figura 3.11). Cuando la misma reaccidn se llev6 a cab0 alcanzando mayores 
grados de conversidn (grado de conversidn del 86 %, Flgwa 3.11), fueron aislados ambos 
productos monodesacetilados (18 y 19, Figura 3.11) con menores rendimientos, lo cud1 puede ser 
atribuido a las subsiguientes reacciones de hidrdlisis. Al ser imposible de separar por mktodos 
cromatogrdficos utilizando silica gel esta mezda anombrica de productos diacetilados en distintas 
posiciones del azccar, se ensay6 la reacci6n de hidrolisis sobre un sustrato de mayor lipofilicidad. 
Con este objetivo se sintetiz6 el butil 2,3,5-tri-0-acetil-a,&D-xilofuranosido, cuya reaccidn de 
hidr6lisis se describe en la prdxima secci6n. 
a 
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Conv. Monodesacet. Didesacet. 
7 (a,$) I But 1 76 1 40 1 28 1 - 1 2.2 : 3.4 : 0.2 : 4.2 
7 (a,B) I But 1 95 1 8 I 51 I 1 0.52 : 0.84 : 0.04 : 8.6 
a produdos mmoaaetiladas cano una mezda de a n h m .  
Figura 3.11. Reacci6n de desacetilacidn del metil2,3,5-tri-O-acetiI-a,B-D-xil6sido y Butil2,3,5-tri-0-acetil- 
a,$-D-xil6sid0, utilizando banana como biocatalizador. 
3.3.2.3- Reacciones de hidr6lisis enzimdtica de 10s buti12.3.5-tri-0-acetil-P 
pentofuran6sidos utilizando teiido vwetal [trozos de bananal 
Con el objeto de separar la mezcla de anomeros obtenida en la reaccion de hidrolisis 
utilizando porciones de banana como biocatalizador del derivado xilosido, se planted la sintesis de 
sustratos mas lipofilicos, de forma de lograr aislar 10s citados epimeros, por m6todos 
cromatograficos sencillos. Con este fin, se sintetizaron 10s butil 2,3,5-tri-0-acetil-a,P-D- 
xilofuranosidos como se describe en la secci6n 3.3.3.1. En forma similar se prepararon 10s butil 
derivados de la D-ribosa y de la D-arabinosa. La hidrolisis enzimatica de 10s derivados butilados de 
la D-ribosa y D-arabinosa dio la misma regioselectividad que la obtenida para el caso de 10s metil 
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derivados, observdndose que en el caso del butil 2,3,5-tri-Gacetil-$-D-ribofuran6sido la mezcla 
equimolar de 10s tres productos posibles de desacetilad6n y en el del butil 2,3,5-tri-0-acetiI-a-D- 
ribofuran6sid0, el product0 desacetilado en la posici6n 5. En el caso del butil 2,3,5-tri-O-acetil-alp- 
D-arabinofuranosido se vio disminuida la regioselectividad de la reaccion, observdndose mezclas 
de 10s productos de desacetilaci6n cuasi equimolares, inclusive a grados de conversion pequefios. 
Cuando la reaccidn de hidrblisis enzimdtica fue llevada a cab0 sobre la mezcla anomerica 
de 10s butil 2,3,5di-Gacetil-a,$-D-xilofuran6sidos (7, Figura 3.11), se obtuvieron, luego de la 
purification, dos fracciones de productos diacetilados con un. rendimiento total del 40 %, a un 
grado de conversi6n del 76 %. La primera fracci6n estaba compuesta por 10s dos productos de 
desacetilaci6n: el butil2,5di-O-acetil-a-D-xilofuranbsido (21, Figura 3.11) y el butil3,5-di-O-acetil- 
p-D-xilofuran6sido (22, Figura 3.11) en una relaci6n molar a:$ de 2.2 : 3.4. La segunda fraccibn, 
aislada cromatogr6ficamente contenia rinicamente el andmero $ diacetilado en forma pura. La 
obtencibn del an6mero puro facilit6 la asignacidn espectrosc6pica de las posiciones de 
desacetilacion por an6lisis de RMN (Figura 3.12). Para el compuesto 22 se observci un claro 
desplazamiento en las senales de RMN de 'H del H-2 (de 5,6 pprn para el compuesto 78 a 4.55 
pprn para el compuesto 22, circulo negro en la Figura 3.12)) sugiriendo que la desproteccibn 
ocurrio sobre dicha posici6n. Para el compuesto 21 se observd un desplazamiento en las sefiales 
de RMN de 'H del H-3 (de 5.13 pprn en el compuesta 7a a 4.20 pprn en el compuesto 21) 
indicando la posicidn del acetilo hidrolizado. Se analiz6 luego, la fracci6n de 10s productos 
didesacetilados, cuando la conversi6n fue del 95 %, y el rendimiento de 10s productos 
monoacetilados fue del 51 % (Figura 3.11). Por anillisis de RMN (C-1: 107.34 y 98.83 ppm, H-1: 
5.21 pprn (doblete) y 4.97 pprn (singulete)) fue posible establecer que la mezcla estaba compuesta 
por ambos andmeros didesacetilados en una relacih de 1 : 1 (Figura 3.12). Basados en 
experimentos de hornodecoupling de la mezcla, se confirm6 la identidad de ambos productos de 
didesacetilaci6nJ determinando que dicha mezcla contenia el butil 2-O-acetil-a-D-xilofuran6sido 
(24, Figura 3.11) y el butil5-O-acetil-$-D-xilofuran6sido (25, Figura 3.11). 
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Figura 3.12 Espectro de RMN de 10s productos de mono y di desacetilaci6n obtenidos por la reaccidn de 
hidr6lisis del butil2,3,5-tri-O-acetil-a,$-D-xil6sido, utilizando banana como biocatalizador. 
En el espectro de RMN de 'H del compuesto 24 se observ6 un claro desplazamiento a 
campos m6s altos (circulos blancos, Figura 3.12) en las sefiales de 10s H-3 y H-5 (desplazamientos 
de 0.78 y 0.50 pprn respectivamente), mientras que en el espectro correspondiente del compuesto 
25, el desplazamiento a campos mayores (circulo negro, Figura 3.12) fue asociado a 10s H-2 y H-3 
(desplazamientos de 0.94 y 0.84 ppm, respectivamente). 
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3.3.2.4- Reacciones de hidrblisis endm6tica de la 3.ldi-0-acetil-1.2-0-iscsro~iliden-a-D- 
xilofuranosa utilizando diversas fuentes enzim0ticas. 
Como se report6 en el trabajo publicado por Wong y colaboradores, que el an6mero a del 
metil xil6sido peracetilado daba el produdo desacetilado en la posici6n 5 del azjcar, sumada la 
dificultad de aislar completamente 10s an6meros a y $ monodesacetilados, pPodudos de las 
reacciones de hidr6lisis con diversas fuentes enzimdticas, se procedi6 a estudiar I; s reacciones de 
desacetilacion del an6mero a puro. Para esto se sintetiz6 la 3,s-di-0-acetil-1,2-0-isopropiliden-a- 
D-xilofuranosa (9, Figura 3.13). La formaci6n del acetal ciclico precisa del hidroxilo anomerico en la 
orientacion a, logrindose de esta forrna preparar un derivado acetilado epimeric; mente puro. Se 
ensayaron las reacciones de hidrdlisis utilizando 10s biocatalizadores estudiados previamente: la 
CRL y porciones de banana. Por otra parte, se estudio la reacci6n de desacet laci6n con otra 
enzima, CAL-B. Esta enzima ha sido utilizada anteriormente en nuestro laboratorio, ensaydndose la 







~Convmbn L d e t e n n l n n d o u l l ~  
OR.nd. Nonodrrrcrt %: L w ~ o  delap 
Figura 3.13. Reacci6n de desacetilaci6n de la 3,5-diSacetiC1,2Gi5opmpiliden~-Pxilof osa, utilizando 
diversas fuentes entimeticas como biocatalizadores. 1 
Gudiiio, E.; Iribarren, A.; Iglesias, L; Tetmhedron:Asymm., M09,20,18l3 
Las reacciones de hidrolisis utilizando 10s tres sistemas enzimdticos previamente 
enumerados brindaron el mismo producto de desacetilacibn, el 5-0-acetil-1,2-0-isopropiliden-a- 
D-xilofuranosa (26,Figura 3.13). Luego de la purification en columna de silica gel se obtuvieron 10s 
rendimientos indicados en la Figura 3.13. Los productos fueron asignados por RMN de 'H y 13c, 
observOndose en todos 10s casos un desplazamiento a campos mas altos de la seiial de 'H 
correspondiente al H-3 (de 5/01 ppm para el compuesto 9 a 4.13 ppm para el compuesto 26, 
circulo azul en la Figura 3.14), indicando la posici6n de desacetilacion en la reacciones de 
hidrolisis. Se decidio, paralelamente, analizar por RMN 10s crudos de reaction, con el objeto de 
estudiar si las condiciones acidas de la columna de silica gel utilizada para la purificaci6t1, 
favorecian la migracion del grupo acetilo con el fin de analizar si la regioselectividad observada en 
todos 10s casos estudiados, se debia a un artefact0 producido por la posterior purificacidn o si 
reflejaba la regioselectividad de las enzimas estudiadas. 
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Figura 3.14. Espectro de RMN de 'H de A) 3,5-di-0-acetil-1,2-O-isopropiliden-a-D-xilofuranosa 8) 5-0-acetil- 
1,2-0-isopropiliden-a-D-xilofuranosa 
En todos 10s casos estudiados se observaron que 10s crudos de reacci6n consistian en una 
mezcla de productos en distintas proporciones. En la reacci6n de hidrdlisis del sustrato utilizando 
CRL como biocatalizador la mezcla de productos se componia de la 5-0-acetil-1,2-0-isopropiliden- 
a-D-xilofuranosa (26, Figura 3.15)) la 3-0-acetil-1,2-0-isopropiliden-a-D-xilofuranoa (27, Figura 
3.15) y el producto de partida sin reaccionar 3,5-di-O-acetil-l,2-O-isopropiliden-a-D-xilofuranosa 
(9, Figura 3.15) en una proportion 6.3 : 1 : 3. El espectro de 1 3 ~ - ~ ~ ~  del crudo de reaccidn mostr6 
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tres sefiales correspondientes al C anomCrico (104.86, 104.85 y 104.67 
proporciones. En el espectro de 'H-RMN, se observaron dos conjuntos de 
ppm, correspondientes a 10s Hs-3 pertenecientes al producto de partida 
producto desacetilado en la posicidn 5 (27). Por ljltimo se observo un 
3.65 ppm pertenecientes a las sefiales de 10s Hs-5 del producto 
(27), sumado a las sefiales antes descriptas para el compuesto 26. 
se evalud la presencia de grupos acetilos, en la zona cercana a 
singuletes en dicha regidn, dos que integraban para la misrna 
acetilos del producto de partida sin reaccionar, y dos 
serian 10s acetilos pertenecientes a 10s dos productos monodesacetilados. 
Figura 3.15. Andlisis de 10s crudos de reaccidn obtenidos por la reaccidn de desacetilac~o 
acetil-1,2-0-isopropiliden-a-D-xilofurano utilizando diversas fuentes enzimeticas como 
El andlisis de 10s espectros de RMN del crudo de la reaccidn de hidrdlisis u ilizando banana t 
como biocatalizador, indicd la presencia de 10s mismos mmponentes de la mezcla 10s compuestos 1 
26,27 y 9 (Figura 3.15) en una relacidn 7.9 : 1 : 2.7, siguiendo el andlisis de RMN escripto para el 
realizado al crudo de la reaccidn de hidrdlisis utilizando CRL como biocatalizad . Por ljltimo se t 
analizd el espectro de RMN del crudo de reacci6n de la reaccidn de desacetilacidn tilizando CAL-B 1 
como biocatalizador, halldndose la rnisrna composicidn que la determinada pa a 10s dos casos 1 
anteriores. Sin embargo la relacidn de 10s produaos obtenidos se vio 
una relacidn de 10s compuestos 26 : 27 : 9 de 1 : 2.6 : 4.7, siendo 
desprotegido en la posicidn 5. 
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Se puede concluir que las reacciones de hidrolisis con todos 10s biocatalizadores ensayados 
no son regioselectivas cuando se realizan sobre el sustrato 3,5-di-0-acetil-1,2-0-isopropiliden-a-D- 
xilofuranosa, obteniendose luego de las rnisrnas una rnezcla de 10s dos posibles productos de 
desacetilacidn en diversas proporciones. La obtencion de un ljnico producto, luego de la 
purification por crornatografia en colurnna de silica gel, pudo ser debido a la rnigracion del grupo 
acetilo de la posicion 3 a la 5, favorecida en rnedio Acido. 
3.3.3- Sintesis del  recurso or del 3-amino-3-desoxi-D-ribofuranosa 5-fosfato v 3-azido3- 
desoxi-D-ribofuranosa 5-fosfato utilizando el ~ roducto  de la hidr6lisis enzim6tica de la 
3.5di-0-acetil-1.2-0-iso~ro~iliden-a-D-xilofumnosa. 
Con el objetivo de explorar 10s posibles usos de 10s productos obtenidos rnediante las 
reacciones de hidrolisis enzimdtica, en 10s cuales, no se obtuvo la desproteccion del hidroxilo 
prirnario, se planteo la sintesis de un sinton de fosfatos de furanosas rnodificadas en la posici6n 3 
del anillo furanosico. Con este objetivo, se decidi6 utilizar el producto de hidrolisis de la 3,s-di-0- 
acetil-1,2-0-isopropiliden-a-D-xilofuranosa (9, Figura 3.13)) la 5-0-acetil-1,2-0-isopropiliden-5-0- 
acetil-a-D-xilofuranosa (26, Figura 3.13). En esta section se discutird la sintesis de un posible 
precursor de 10s cornpuestos 3-amino-3-desoxi-D-ribofuranosa 5-fosfato y 3-azido-3-desoxi-D- 
ribofuranosa 5-fosfato. Estos productos son de inter& farrnacol6gico debido a que 10s 3-amino y 
3-azido-3-desoxinucleosidos son conocidos inhibidores de diversas polirnerasas e inhibidores de la 
sintesis de proteinas. 
El primer desafio en la sintesis de 10s azljcares 3-amino y 3-azido es la incorporacibn del 
grupo nitrogenado con la configuracion apropiada en la position 3 del rnonosacarido. Uno de 10s 
rnetodos mas ernpleados para la introduccion de 10s grupos funcionales azido y amino, es la 
sustitucion nucleofilica de un grupo saliente apropiado con nucleofilos que contengan nitrogeno. 
Estas reacciones proceden con inversion de la configuracion. Por lo que, si la reaccion de 
desplazarniento se realiza sobre la posici6n 3 de una xilosa, se pueden obtener 10s derivados D- 
ribosidicos(b-c, Figura 3.16). 
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Figura 3.16. AnBlisis sintetico para la obtenci6n de 10s azucares 5-fosfatos modificados en 
Corno es arnpliarnente conocido, 10s factores ,que afectan las 
desplazarniento nucleofilico son: el solvente de reaccibn, la naturaleza del grupl 
de nucleofilo y la estructura del sustrato. Estos factores se tuvieron en cuenta a I 
las condiciones de reacci6n necesarias para el tixito de la reacci6n de 
Generalrnente, para favorecer las reacciones de sustitud6n se utilizan solventes 1 
por lo que se seleccion6 el solvente DMF para dicha reacci6n. En nuestro caso se 
un azido o amino derivado secundario. En general, 10s grupos salientes cornirr 
para las reacciones de desplazarniento de grupos secundarios son 10s tosila 
triflatos. Los dos prirneros son de similar reactividad y pueden ser obtenidos de 
econbrnica, rnediante el tratarniento del alcohol con 10s correspondientes clori 
Asirnisrno son de elevada estabilidad y de ficil manipulaci6n. Los triflato: 
reactividad per0 de elevado costo y mis dificiles de rnanipular que 10s anteril 
ampliarnente utilizado es el irnidazoilsulfonato, que comparte las propiedades d 
tosilatos, per0 posee una reactividad superior, comparable al grupo saliente triflai 
Se decidi6 explorar las reacciones de desplazamiento nucleofflico, utiliza 
corno nucle6filo y ensayando dos grupos salientes de creciente reactividad: el p-I 
el irnidazoilsulfonato correspondiente. Se ensayaron arnbos grupos teniend 
estructura del sustrato. Debido a la configuraci6n del azricar y a 10s sustituyente! 
rnismo, el nucleofilo puede experirnentar interacciones dlpolares y estericas desf 
que se podrian favorecer 10s procesos de p-elirninaci6n en lugar de 10s de sustitu 
reacciones de 
saliente, el tip0 
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Un grupo saliente mas reactivo perrnitiria llevar a cab0 las reacciones de sustituci6n a menores 
ternperaturas, favorecikndola sobre las correspondientes de $-elirninacion. 
Una vez obtenido la 5-0-acetil-3-azido-3-desoxi-1,2-O-isopropiliden-a-D-xilofuranosa se 
planteo corno paso siguiente la desproteccion de la posicion 5 del azlicar. Esta puede llevarse a 
cab0 por hidrolisis selectiva en rnedio basico. Con la posicion 5 libre, es posible sintetizar el 
derivado 5-fosfato rnediante reacciones de fosforilacibn quirnica. Una vez obtenido el fosfato se 
sugirio corno liltirno paso, la desproteccion de todos 10s grupos protectores, para asi poder 
obtener el 3-azido-3-desoxi-D-ribosa 5-fosfato. Para obtener el 3-amino correspondiente, se 
plane6 la posibilidad de reducir el grupo azido al amino correspondiente con hidr6geno molecular 
en presencia de un catalizador adecuado. 
3.3.3.2- Sintesis del3-azido-3-desoxi-l,2-O-iso~rouiliden-a-ribofuranosa 5- 
difenilfosfato (331 
En primer lugar se procedi6 a la sintesis de 10s sustratos rnodificados con el grupo saliente 
en la posici6n 3. El primer sustrato sintetizado fue la 5-O-acetil-1,2-0-isopropiliden-3-0-(p- 
toluensulfonil)-a-D-xilofuranosa (28a, Figura 3.17). Para lo cual, se trat6 la 5-0-acetil-1,2-0- 
isopropiliden-a-D-xilofuranosa (10, Figura 3.17) con cloruro de p-toluensulfonilo (p-TsCI) en exceso 
de Py. Esta reaccidn procedi6 con bajos rendimientos, inclusive a tiernpos largos de reacci6n (72 
h). Esto pudo deberse principalrnente a dos rnotivos: el prirnero es la pkrdida del tosilato por el 
cloruro correspondiente, Se ha reportado en publicaciones previas, que el product0 secundario 
forrnado, Py'HCI, puede actuar en las reacciones de tosilacibn a su vez corno nucleofilo (CI-), 
disrninuyendo el rendirniento de la reacci6n7. Otro rnotivo pudo ser la baja reactividad del alcohol 
secundario. Para rnejorar el rendirniento de la tosilacibn, se decidi6 activar el grupo hidroxilo 
rnediante el ernpleo de una base fuerte aprbtica. La base ernpleada fue BDDDP. AdemL se 
reernplazo el solvente Py, por THF. Se describen a continuaci6n1 las condiciones que brindaron el 
mayor rendirniento del derivado tosilado: se disolvi6 la 5-0-acetil-1,2-0-isopropiliden-a-D- 
xilofuranosa en THF, y se aiiadio posteriorrnente la base BDDDP (1 equiv.) y Py (4 equiv.) bajo 
atmosfera de nitr6geno. Luego se aiiadi6 el p-TsCI. La reaccidn se sigui6 por c.c.d.. Una vez 
cornpletada la reaccibn, se neutralizo la base con HCI dil. y se aiiadio cloruro de rnetileno. Luego de 
Yoshida, Y.; Sakakura, Y.; Aso, N.; Okada, S.; Tanabe, Y.; Tetrahedron, 1999,55,2183 
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sucesivas extracciones y de la posterior purificacidn del producto, por cromatog 
de silica gel, se obtuvo el producto tosilado con un 65 % de rendimiento. 
Luego se procedi6 a sintetizar la 5-0-acetil-3-0-(1'-imidazoilsulfoni1)-1,2-( 
D-xilofuranosa (28b, Figura 3.17). En este caso se enfrid a -35 "C, una soluci6 
(Figura 3.17) en cloruro de metileno y Py. Posteriormente se aiiadi6 a la soluci6n 
de sulfonilo permitiendo el avance de la reaccl6n por 0.5 h. Luego se Ilev6 la me, 
temperatura ambiente y se agreg6 1H-imidazol. La reaccidn se siguid por c.c.d. L 
purific6 de forma aniloga al derivado tosilado, obteniendose el producto 28b 
rendimiento. 
Una vez obtenidos 10s productos con 10s grupos salientes respectivos en 
procedi6 a ensayar la reacci6n de sustitucidn nucleofilica utilizando azida s6dia 
(15 equiv), en DMF con ambos sustratos (28a y 284 Figura 3.17). Las temperatu 
el caso del derivado de xilosa conteniendo el grupo saliente tosilato, (28a, Fig 
120°C. Estas condiciones se seleccionaron en base a publicaciones previas, en las 
esta temperatura como la optima en sustratos similares8. La reaccidn se sigl 
observo la desaparicibn del sustrato, por revelado de las placas con luz UV y con 
en el caso de 10s diversos productos formados). A las 48 h de reacc 
aproximadamente un 50 % de conversi6n, apareciendo dos manchas de menor 
c.c.d, con respecto al Rf del material de partida, que no eran activas al UV. A las 
se observ6 prscticamente la desaparicidn de la mancha del material de partic 
observo la aparicidn de tres manchas de menor Rf y una mancha en la linea de t 
aislar, por cromatografia en columna, las dos primeras manchas observac 
obteniendose en la fraccidn de mayor Rf la 5-0-acetil-3-azido-3desoxi-1,2-O-i! 
ribofuranosa (29, Figura 3.17) con un 8 % de rendimiento y se determino que la 
mancha de menor Rf, correspondfa a la 3-azido-3desoxi-1,2-0-isopropiliden-a-D- 
Figura 3.17). La tercera mancha no se pudo aislar ni identificar, asi como la man( 
base debido al bajo rendimiento de la reaccidn, se sugiere que estas fracciones 
productos de degradacibn, debido a las altas temperaturas utilizadas para el avanl 
Asimismo, se realizo un blanco de reaccibn, en el cual se calentd por 3 dias, el cc 
DMF, observindose la aparici6n de una mancha en la linea de base. Los p 
asignados por RMN de 'H y I3c. Asimismo, se verific6 la asignacidn del I 
Nayak, U.; Whistler, Y.;I .  Org. Chem, l%9,34,3819 
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experimentos de hornodecoupling de 'H. En el caso del producto 29, se observd un fuerte 
desplazamiento de la sefial correspondiente al H-3 (de 4.86 pprn para el sustrato 28a a 3.28 pprn 
para el producto 29) y la desaparici6n de las sefiales correspondientes al grupo tosilo (7.82 y 7.39 
pprn). Las demas sefiales experimentaron pequeRas variaciones en sus desplazamientos. Los 
espectros de RMN de 'H y de 13c del producto 30, fueron marcadamente similares a 10s obtenidos 
para el producto 29, observindose como linica diferencia la desaparicidn en el RMN de 'H del 
singulete a desplazamientos alrededor de 2 ppm, correspondiente al metilo del grupo acetilo. 
Asimismo desparecieron en el RMN de las seAales a 170 pprn y alrededor de 20 ppm, 
correspondientes al C=O y al metilo del grupo acetilo, respectivamente. 
Figura 3.17. Sintesis de la 5-0-acetil-3-azido-3de~xi-1,2-0-isopropiliden-a-D-ribofuranosa 
"q '" 
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Las condiciones de reacci6n 6ptirnas para la reacci6n de sustitucidn del d rivado de xilosa f 
28b (Figura 3.17), conteniendo el rnejor grupo saliente, irnidazoilsulfonato, fuer n similares a las 
't 
usadas para el caso del sustrato tosilado, per0 pudiendo realizar la reacci6n 
rnenor. En este caso la ternperatura dptirna fue de 70°C. A tiernpos intermedi 
48h, a porcentajes de conversi6n rnenor al 100 %), se observ6 la aparici6n 
rnenor Rf que el material de partida, una de las cuales coincidia con el produ 
obtenido anteriormente. A 72 horas de reacci6n, se observ6 la completa 
mancha correspondiente al material de partida, observ6ndose en este ca 
rnenor Rf, que pudieron ser aisladas por crornatografla en colurnna de 
espectroscopicarnente Estos productos en orden decreciente de Rf heron: 
1,2-O-isopropiliden-a-D-eritro-pent-3-enofuranosa (33 % de rendirniento, 3 
acetil-3-azido-3-desoxi-1,2-O-isopropiliden-a-D-riranosa (43 % de re 
3.17) y finalmente la 5-0-acetil-1,2-0-isopropiliden-a-D-ribof (9 
Figura 3.17). El primer y tercer producto citado, son el producto de la re 
(33, Figura 3.17) del grupo saliente, y el producto de hidr6lisis (32, F 
tiempos de reacci611, se observ6 la disrninucidn del producto 29, y el au 
que se tom6 72 h. como tiempo de reacci6n 6ptimo. MSs a116 de la azid 
eliminaci6n tambien puede ser un precursor interesante en la obten 
rnodificados. 
Como se rnencion6 anteriorrnente, una vez obtenido el der 
desoxi-1,2-0-isopropiliden-a-D-ribofuranosa (29, Figura 3.18) se proce 
acetilo en la posici6n 5, utilizando K2C03 en metanol, obteniendose el 
1,2-0-isopropiliden-a-D-ribofuranosa (30, Figura 3.18) con un 90 % d 
purificacidn del rnisrno por crornatografia en colurnna de silica 
coinciden con 10s obtenidos anteriorrnente, para el producto s 
sustituci6n con azida s6dica del derivado tosilado (30). En este cas 
RMN de 'H, un desplazarniento de la seiral correspondiente a 10s 
4.01 pprn para el sustrato 29 se desplazaron a 3.91 y 3.65 p 
desaparici6n de las seirales correspondientes al grupo acetilo ( 
espectro de RMN de 'H y las seflales a 170.51 y 20.71 ppm, en el e 
Con el hidroxilo de la posicidn 5 libre, se procedi6 a fo 
reactivo fosforilante, difenilclorofosfato, para lo cual se disolvi 
a 











una solucion de TEA en diclorornetano, aiiadiendo luego el reactivo fosforilante. La reaccion se 
siguio por c.c.d., hasta desaparicion del material de partida. La mezcla de reaccion se extrajo y 
purifico por crornatografia en colurnna de silica gel, obteniendose el 3-azido-3-desoxi-1,2-0- 
isopropiliden-a-D-ribofuranosa 5-difenilfosfato con un 68 % de rendirniento (33, Figura 3.18). 
Resta concluir con las desprotecciones correspondientes de 10s grupos protectores 
rernanentes en la rnolecula, para asi obtener 10s dos fosfatos anteriorrnente citados. Estas 
reacciones no se llevaron a cab0 por falta de tiempo, y asirnismo porque no son sustratos 
objetivos en esta tesis. Se sugieren, a continuation, posibles pasos a seguir, para la obtencion de 
10s derivados 3-amino y 3 azido-3-desoxi-D-ribofuranosa 5-fosfato. 
En el caso de la obtencion del derivado del3-amino, se sugiere corno posible primer paso 
la desproteccidn del grupo protector en el grupo fosfato, la cual podria realizarse paralelamente a 
la reduction del grupo azido al correspondiente grupo amino, por rnedio de reacciones de 
hidrogenacion cataliticas. 
! i) H21cat 33 
: ii) H* i 
i 
Figura 3.18. Sintesis del difenil(3-azido-3-desoxi-l,2-O-isopropiliden-a-D-xilofuranosa) fosfato 
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Por liltimo se sugiere la hidr6lisis dcida del gtupo isopropiliden. Esta reaccion podria 
llevarse a cab0 con acidos fuertes, en fase homogdnea, asi como en fase heteroge~ea, mediante el 
uso de resinas de intercambio catibnico. 
En el caso de la obtenci6n del derivado 3-azido, se plantea la reaccidn de esproteccion de 
10s grupos fenilos, por metodos no reductivos (ej. N~OH/THF~, Bu,N*F/THF/Py./ 2010, etc.). Una 
vez desprotegido el grupo fosfato, restaria hidrolizar en medio dcido fuerte, el gru o isopropiliden, 
como se cit6 con anterioridad, para asi obtener el 3-azido-3-desoxi-D-ribofuranosa 5-fosfato. I 
3.3.4- Sintesis de furanosas 5-fosfato 
El esquema de la sintesis de las D-furanosas 5fosfat0, sustratos de la P M, a partir del t' 
azljcar libre, se detalla en la figura 3.1. Las caracterfsticas que se buscaron en el roceso sintetico li 
planteado fueron: la versatilidad del mismo, es decir que fuera un esquema gene al aplicable a la t 
sintesis de diversas furanosas 5-fosfato, con el objeto que no dependiera de la structura de la le 
pentosa, la escalabilidad y su viabilidad econ6mica. Se estudi6 la sintesis de la D ribosa 5-fosfato t 
como modelo para la sintesis de diversas furanosas 5-fosfato. 
3.3.4.1- Sintesis de D-ribosa 5-fosfat~ 
El esquema de la sintesis de la D-ribosa 5-fosfato, se detalla en la 
primeros pasos del esquema sintdtico de la D-ribosa 5-fosfato se 
secciones de este capitulo. Estos incluyen la protecci6n de 
reacciones de glicosidacidn de Fischer, partiendo de la ribosa 
facilitar las asignaciones espectrosc6picas de 10s productos 
reacci6n de glicosidaci6n a tiempos cortos, aislando 
configuraci6n p del carbono anombrico. Luego se 
azlicar por medio de una reaccidn de acetilacion 
p-D-ribofuran6sido (lb, Figura 3.19) con un 60 % 
libre. Este product0 se someti6 a hidr6lisis 
obteniendose de esta forma el azljcar 
ribofuran6sido (lob, Figura 3.19) con un 75 % de rendimiento. 
Nanteuil, G.; Benoist, A.; RBmond, G.; Dexombes, J.; Barou, V.; Verbeuren, T.; Tetrahedron Letters, 
10 Ogihrie, K.; Beaucage, 5.; Nucleic Acids Res.; 1979,7,805 
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Figura 3.19. Estrategia sint6tica propuesta para la obtenci6n de D-ribosa 5-fosfato. 
Una vez obtenido el derivado D-ribosidico en la forrna furanosica con el hidroxilo en la 
posicion 5 libre, se procedio a evaluar la estrategia de fosforilaci6n quirnica rnds adecuada. En 
particular, las caracteristicas de la reaccion de fosforilaci6n buscadas fueron: la sirnplicidad de la 
reaccion tanto para la obtencion del derivado fosforilado corno su posterior purificacion (se 
precisan para las reacciones posteriores de sintesis enzimdtica de nucleosidos, la obtencion de 
furandsidos 5-fosfato de elevada pureza, en primer medida con el objeto de obtener valores 
precisos de cinetica y rendirniento, y en segundo lugar debido a que pequefias trazas de otros 
fosfatos podrian inhibir dichas reacciones enzirnaticas), elevados rendirnientos de reaccion, y de 
bajos costos para la obtencion de dichos sustratos. 
La sintesis quirnica de un fosfato monoester puede realizarse a partir de un alcohol para 
asi brindar el fosfato directarnente. Una de las forrnas de fosforilaci6n directa mas cornlinmente 
utilizadas, es rnediante el uso de cloruro de fosforilo (POC13). La reaccidn de un alcohol con dicho 
reactivo, produce el fosfato tanto en su forrna anibnica o corno el correspondiente acido libre, y en 
general se precisa del empleo de crornatografia de intercarnbio ionico para su purificacion si el 
fosfato es requerido con elevada pureza. Otra alternativa, puede ser la introduccion en prirnera 
instancia de un fosfato protegido en su forrna de triester mixto. Esta tjltima aproxirnacion conlleva 
la ventaja de evitar en algunos casos, reacciones secundarias indeseadas, asi corno la de proveer 
un cornpuesto rn6s sencillo de rnanipular y purificar. Los triesteres de fosfato son en general 
neutros y pueden ser purificados por crornatografia en colurnna de silica gel. 
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La estrategia que hace uso de tribsteres mixtos es generalmente llevada a cab0 utilizando 
dos tipos de reactivos fosforilantes. El primer tip0 contiene especies activadas de P(V), por 
ejemplo (RO),P(O)CI. El segundo tip0 de reactivo contiene especies de P(III), que una vez acopladas 
al alcohol, pueden ser oxidadas para asi dar el fosfato deseado. En general 10s reactivos 
fosforilantes derivados de P(1II) son m6s reactivos per0 tienen la desventaja de ser de elevado 
costo. Por este motivo se decidieron explorar diversas estrategias de fosforilaci6n, para evaluar 
cu61 era la indicada para la sintesis de cada una de las furanosas 5-fosfato. 
En primer lugar, se ensayaron reacciones de fosforilacibn, utilizando reactivos fosforilantes 
del tip0 P(V): Se estudiaron en este caso, dos posibles rutas sintbticas. La primera consisti6 en la 
fosforilaci6n directa del alcohol primario utilizando el reactivo fosforilante POC13 (reactivo 
l.,Figura 3.19). La segunda fue la formaci6n inicial de un fosfato tribster mixto, utilizando el 
reactivo fosforilante difenilcloro fosfato ((Ph0)2P(0)CI) (reacthro 2.,Figura 3.19), que luego fue 
desprotegido. Por irltimo se estudid la reaccidn de fosforilaci6n utilizando especies de P (Ill), la 
dibencil N,Ndiisopropil fosforamidita (reacthro 3., Figura 3.19). 
La primera reacci6n de fosforilaci6n estudiada fue la del, metil 2,3-di-0-acetil-p-D- 
ribofurandsido (lob, Figura 3.20), utilizando POU3 en Py, siguiendo la metodologia descripta para 
la fosforilaci6n de metil 2,3-is0~ro~iliden-~-ribofuran6sido~~. Una vez concluida esta reaccibn, el 
siguiente paso reportado fue el agregado de agua a la mezcla de reaccibn, con el objeto de 
hidrolizar 10s enlaces P-CI. La hidr6lisis del enlace P-CI tiene como consecuencia la liberaci6n de 
HCI, y este medio dcido es el responsable de la hidr6lisis del grupo protector acetilo tanto como 
del grupo metilo del sustrato, obtenibndose Rnalmente la D-ribosa 5-fosfato totalmente 
desprotegida. 
11 Levene, P.; Stiller, E.; Journol of Biological Chemistry, 1934,104,299 
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Figura 3.20. Fosforilacibn qulmica utiiizando POCI, como reactivo fosforilante 
Previo al estudio de la reacci6n de fosforilacidn con el metil 2,3-di-0-acetil-p-D- 
ribofuran6sido (lob, Figura 3.20), se realizd un ensayo de las condiciones de reaccidn de hidrolisis 
dcida de 10s grupos protectores acetilo y metilo del mismo. Para esto, se reprodujeron las 
condiciones dcidas que se obtendrian por la liberacidn de HCI a partir de la hidr6lisis del enlace P- 
CI del oxicloruro de fosforo. Esto se logrd aiiadiendo agua a la mezcla de reacci6n, que consistia en 
el reactivo fosforilante POCI, disuelto en ACN/Py a O°C, previo al agregado del sustrato lob. De 
esta forma el oxicloruro de fosforo es hidrolizado liberando HCI. Una vez hidrolizado el reactivo 
fosforilante, se aiiadio el sustrato acetilado y se aumento la temperatura a 80 'C. La reacci6n de 
hidrolisis se sigui6 por c.c.d., extrayendo fracciones a diversos tiempos. A medida que avanz6 el 
tiempo de reaccibn, se produjo una disminucion en la intensidad de la mancha correspondiente al 
sustrato ribofuranbido protegido y se increment6 la intensidad de la correspondiente a la ribosa. 
A dos horas de reaccibn se observ6 la hidr6lisis completa de l ~ s ~ ~ r u ~ o s  protectores acetilo y 
metilo, observdndose una 6nica mancha con el mismo Rf.que la ribosa. 
Habiendo confirmado que el medio dcido generado desprotegia las posiciones 1,2 y 3, se 
Ilevo adelante la reaccion de fosforilaci6n directa sobre el sustrato l ob  (Figura 3.20). Para ello se 
disolvio el oxicloruro de fosforo en ACN y se enfri6 la solucion a 0 'C. Luego se aiiadi6 Py a la 
solucion enfriada y finalmente una soluci6n del sustrato acetilado lob  en ACN. Luego de dos h de 
reaccion, se aiiadib agua a la mezcla de reaccidn y se aument6 la temperatura de reacci6n a 80 'C, 
continuindose el calentamiento por dos h. Una vez concluida la hidr6lisis total de 10s grupos 
protectores, se enfrio la solucion y el pH se ajust6 a cinco con NaOH y se aiiadi6 una solucidn 
I 
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sobresaturada de BaCI,. A pH = 5 precipitaron el fosfato de bario inorgdnico producidos por la 
hidrolisis del reactivo fosforilante remanente y permaneci6 en soluci6n el fosfato orgdnico. Se 
centrifuge dicha solution, separdndose el precipitado del sobrenadante. Se enfrio nuevamente el 
sobrenadante y el pH se ajustd a 7.5. Finalrnente se agreg6 EtOH a esta solucibn, promoviendo la 
precipitacidn de la sal de bario de la D-ribosa 5-fosfato. Debido a que la sal de bario es 
parcialmente soluble en soluci6n acuosa neutra, y que se desconoce el efecto del cati6n bario 
sobre la actividad de la PPM, del cual dicho fosfato sera sustrato, se decidi6 generar la sal s6dica 
de la D-ribosa-5 fosfato (34, Figura 3.20) por medio de cromatografia de intercambio catidnico, 
utilizando la resina Dowex X2-200 equilibrada con medio dcido. Se recolectaron las fracciones 
dcidas y Cstas, fueron neutralizadas con NaOH. Por Sltirno, la soluci6n acuosa de la sal sddica de la 
D-ribosa 5-fosfato (34, Figura 3.20) fue liofilizada, obtenidndose un cristal de color blanquecino 
con un 63 % de rendimiento. Este producto fue caracterizado por RMN de 'H, I3cy 31~. 
Con el objeto de aumentar el rendimiento del fosfato y tambiCn facilitar el proceso de 
purificacibn, se ensay6 la reaccidn de fosforilaci6n utilizando difenilclorofosfato como reactivo 
fosforilante. El metil 2,3-di-0-acetil-$-D-ribofuran6sido (lob, Figura 3.21) reaccion6 rdpidamente 
con el difenilcloro fosfato y DMAP para dar de esta forrna el fosfato tridster, metil 2,3-di-0-acetil- 
b-D-ribofuranosa 5-difenilfosfato (35, Figura 3.21). Este compuesto fue estable y pudo ser 
purificado por cromatografia en columna de silica gel, obtenibndose un rendirniento del 70 %. Se 
caracteriz6 por RMN de 'H, 13c y 31~, observando en el espectro de RMN de 13c, dos dobletes 
correspondientes a las seiiales del C-5 y C-4 con acoplamientos caracteristicos C-P (JC-5p = 5,9 HZ y 
JC+ = 8.2 Hz), verificando la formaci6n del fosfato asi como su posicibn. Asirnismo se observ6 una 
ljnica seiial en el espectro de 3 1 ~  a -12.22 ppm, correspondiente al f6sforo en el fosfato triester. 
Una vez obtenido el metil2,3-di-0-acetil-p-D-ribofuranosa 5-difenilfosfato puro (35, Figura 
3.21), se procedi6 a la desprotecci6n de 10s grupos fenilos del triCster de fosfato, por 
hidrogen6lisis (55 psi) sobre 6xido de platino como catalizador. La reacci6n se sigui6 por c.c.d. A 48 
h de reacci6n se observd la desaparici6n del material de partida activo al UV, sin embargo, se 
observo la aparici6n dos manchas de menor Rf, una de las mismas activa al UV. El catalizador fue 
removido y la mezcla de reaccidn neutralizada con TEA, y evaporada a presidn reducida. Los 
espectros de RMN del producto de hidrogenblisis tanto de 13c como de 'H, mostraron que dicho 
producto consistia en una mezcla de dos compuestos, uno de 10s cuales fue identificado como el 
producto de la desproteccidn total del grupo fosfato, el metil 2,3di-0-acetil-b-D-ribofuran6sil 5- 
fosfato (36, Figura 3.21) y el segundo como el product0 de la desproteccion parcial del mismo, el 
metil2,3-di-0-acetil-P-D-ribofuranosa 5-fenilfosfato (37, Figura 3.21), en una relacion 1: 0.6. 
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i) H2 (55PSj) I Pt02 
ii) H+ 
Figura 3.21. Fosforilaci6n qulmica utilizando difenil clorofosfato como reactivo fosforilante 
Debido a las condiciones dristicas necesarias para la desproteccion del grupo fosfato 
(elevadas presiones de Hz y el uso de un catalizador de elevado costo) y 10s tiempo largos de 
reaccidn necesarios para la remoci6n total de ambos grupos fenilos (tiempos mayores a 48 horas), 
se decidio modificar el grupo protector del fosfato por un grupo mas sencillo de remover. Por lo 
que se ensay6, la reaccidn de fosforilaci6n de metil 2,3-di-0-acetil-p-D-ribofuran6sid0, utilizando 
como reactivo fosforilante la dibencil N,Ndiisopropilfosforamidita, mediante la aproximacidn 
denominada metodo de las fosforamiditas. El mecanismo aceptado para dicha fosforilacidn es la 
formacion de un intermediario tetrazolilfosforamidita, que se produce por la reaccibn de una 
fosforamidita con el acido dCbil, 1H-tetrazol. Luego se produce un ataque nucleofilico del hidroxilo 
del azlicar al intermediario citado, produciendo el fosfito tribster. La subsiguiente oxidacibn del 
fosfito trikster, produce el correspondiente fosfato de inter&. 
El  tratamiento del lob (Figura 3.22) con 1.1 equiv. del reactivo fosfitilante y 1H-tetrazol en 
THF anhidro enfriados a 4 0  "C, produjo el intermediario fosfito, metil 2,3-di-0-acetil-P-D- 
ribofuranosa 5-dibencilfosfito. La reaccidn se siguio por c.c.d hasta desaparicidn del material de 
partida. Luego se aiiadio el agente oxidante TBHP, al crudo de reaccidn y se llev6 a temperatura 
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ambiente. Una vez concluida la oxidacidn del f6sfor0, se extrajo y purifico el metil 2,3-di-O-acetil- 
p-D-ribofuranosa 5-dibencilfosfato (38, Figura 3.22) por cromatografia en columna de silica gel, 
obteniendose un rendimiento del 64 %. Este product0 fue caracterizado por RMN de 'H, 13cy "P, 
observando en el espectro de RMN de 1 3 ~  dos dobletes correspondientes a las seiiales del C-5 y C- 
4 con acoplamientos caracteristicos C-P (JC5+ = 5,5 HZ y Jw = 7.5 Hz), verificando la formacidn del 
fosfato asi como su posicidn. Asimismo se observd una irnica seiial en el espectro de 3 1 ~  a -2.12 
ppm, correspondiente al fdsforo en el fosfato triester. 
OAC OAC 
TBHP 
i) Hz (1 atm.) I Pd(OH)2 
ii) H+ 
1 
Figura 3.22. Fosforilacidn quirnica utilizando la dibcncil fosforarnidita corno reactivo fosforilante 
Una vez obtenido el metil 2,3di-O-acetil-$-D-ribofuranosa 5-dibencilfosfato puro (38, 
Figura 3.22), se procedio a la desproteccidn de 10s grupos bencilos del triester fosfato, por 
hidrogendlisis a presidn atmosferica sobre hidr6xido de paladio/C como catalizador. La reaccidn se 
siguid por c.c.d. A 16 h de reacci6n se observd la desaparicidn de todas las manchas activas al U.V. 
La mezcla de reacci6n se filtrd, se le afiadi6 HCI, y coloc6 en un baiio a 80°C por dos horas, con el 
objeto de hidrolizar 10s grupos protectores acetilo y metilo del sustrato. La solucidn conteniendo la 
D-ribosa 5-fosfato fue neutralizada y precipitada como sal de bario, mediante el agregado de una 
solucidn saturada de BaCll y etanol. Se generd la sal dis6dica de forrna andloga a la obtenida por el 
metodo de fosforilacidn directa, mediante el uso de una resina catidnica, obteniendose la sal 
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sodica de la D-ribosa 5-fosfato (34, Figura 3.22), con un rendirniento del50 % calculado a partir del 
sustrato l o b .  
Cornparando 10s tres rnetodos estudiados se puede concluir que para la obtencion de la D- 
ribosa 5-fosfato la estrategia mas sencilla, econornica y que ofrece rnejor rendirniento es la 
fosforilacion directa con POCI, obteniendose el azlicar fosfato con elevada pureza. 
3.3.4.2- Sintesis de D-arabinosa 5-fosfat~. 
Luego, se procedio a la sintesis D-arabinosa 5-fosfato siguiendo la estrategia sintktica 
deterrninada para la obtencion de D-ribosa 5-fosfato, utilizando corno reactivo fosforilante el 
POCI~. 
Los dos prirneros pasos del esquerna sintetico de la D-arabinosa 5-fosfato, se describieron 
previarnente. Estos incluyen la proteccion de carbon0 anornerico rnediante reacciones de 
glicosidacion de Fischer, partiendo de la arabinosa desprotegida. Luego se procedio a proteger 10s 
dernas hidroxilos del azucar por rnedio de reacciones de acetilacion quirnica, obteniendose la 
rnezcla anornerica del rnetil 2,3,5-tri-0-acetil-a,$-D-arabinofuranosido (2, Figura 3.23) con un 53 % 
de rendirniento. Este product0 se sornetio a hidrolisis enzirnatica, utilizando la CRL, obteniendose 
el az~icar con la posicion 5 libre (rnetil 2,3-di-0-acetil-a,$-D-arabinofuranosido, 11, Figura 3.23) 
con un 70 % de rendirniento. 
Luego se realizo la reaccion de fosforilacion directa con POCll sobre el sustrato 11 (Figura 
3.23), de forrna analoga a la realizada para la fosforilacion del sustrato lob. La reaccion se siguio 
por c.c.d, rnostrando un avance similar al obtenido para el analog0 ribosidico. Sin embargo, fue 
irnposible separar el fosfato inorgdnico del organico siguiendo el esquerna de precipitacion con 
sales de bario llevado a cab0 en el caso de la sintesis de la D-ribosa-5-fofato. En este caso, a pH = 
5, se observo la forrnacion de un precipitado gelatinoso, que debio ser centrifugado. Se realizo una 
c.c.d a dicha fraccion de precipitacion, observ6ndose la presencia de cantidades apreciables del 
fosfato organico. Luego del ajuste del pH de la solucion a 7.5 y del posterior agregado de etanol, se 
obtuvieron pequeiias cantidades de la D-arabinosa 5-fosfato, obteniendose un rendirniento 
rnarcadarnente inferior al observado para la obtencion de D-ribosa 5-fosfato. 
Debido a que se requiere el azljcar fosfato de elevada pureza para las posteriores 
reacciones enzirnaticas ya que, corno se discutio anteriorrnente, el fosfato inorgdnico es inhibidor 
de la PPM, se decidi6 explorar la segunda estrategia de fosforilacion exitosa para la obtencion del 
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andlogo ribosidico, la cual implicaba el uso de la dibencil N,N-diisopropilfosforamidita como 
reactivo fosforilante. Para esto, se tratd el metil 2,3di-0-acetil-a,$-D-arabinofuranosido (11, 
Figura 3.23) de forma analoga al sustrato lob, obtenibndose, luego de la purificacion del producto 
por cromatografia en columna de silica gel, el metil 2,3-di-0-acetil- a,$-D-arabinofuranosa 5- 
dibencilfosfato (39, Figura 3.23) con un rendimiento del 79%. El producto se caracterizo por RMN 
3 de 'H, 13c y 3 1 ~ 1  obse~andose las constantes de acoplamiento tfpicas ('J,Y J,,) en el espectro de 
*c, de las sefiales correspondientes a 10s C-5 y C-4, respectivamente. Asimismo se obse~o  en el 
espectro de 31~, dos seAales, correspondientes al f6sforo de ambos fosfatos anombricos. 
OMe DMF : PBS 
i) OPC13, Py 
ii) H20 (80 OC) 
iii) ~ a + ~  
1 i) H2 (1 atm.) 1 Pd(OH)2 ii) H+ iii) Ba+2 iv) intercambio i6nko 
Figura 3.23. Sintesis de D-arabinosa 5-fosfato 
Una vez obtenido el metil 2,3-di-0-acetil-aJ3-D-arabinofuranosa 5- dibencilfosfato puro 
(39, Figura 3.23), se procedi6 a la desprotecci6n de 10s grupos bencilos del fosfato tribster por 


























desproteccion total del azljcar por rnedio de hidrdlisis Bcida, la D-arabinosa 5-fosfato fue 
precipitada corno sal de barrio, aislada por centrifugacion y transforrnada en la sal sodica 
correspondiente por crornatografia de intercarnbio ionico, corno se describi6 anteriorrnente. De 
esta rnanera se obtuvo la sal s6dica de la D-arabinosa 5-fosfato (40, Figura 3.23) de forrna pura, 
con un rendirniento del 68 %. Nuevarnente fue caracterizado el producto por RMN de 'H, 13c y 3 1 ~ .  
Se observaron en el espectro de RMN de 13c, cuatro dobletes correspondientes a las seiiales del C- 
5 y C-4 con acoplarnientos caracteristicos C-P (dos dobletes con 2 ~ w p  = 3.6 Hz y dos dobletes con 
3 JC4+ = 7.2 HZ, (arnbos anorneros). Asirnisrno se observ6 una linica seiial en el espectro de 3 1 ~  a 
3.10 pprn, correspondiente al fosforo del grupo fosfato. Por liltirno, se observo la desaparicidn de 
las seiiales correspondientes a 10s grupos protectores, tanto del azljcar corno del grupo fosfato, en 
todos 10s espectros de RMN analizados, confirmando, de esta forrna, la identidad del producto 
obtenido. 
En el caso de la sintesis de la D-desoxirribosa 5-fosfato se debio rnodificar el esquerna 
sintetico previarnente descripto para la slntesis de sus analogos D-riWsidos y D-arabin6sidos, 
debido a la irnposibilidad de obtener, rnediante las reacciones de glicosidaci6n de Fischer, el 
producto glicosidado ljnicarnente en la forrna furanbica. En carnbio, se obtuvieron rnediante estas 
reacciones, una rnezcla de produaos rnetilados, tanto en la forrna furandsica corno piranosica, 
irnposibles de separar por crornatografia en colurnna de silica gel. Se procedio luego a la 
acetilacion quirnica de esta rnezcla de conf6rrneros glicosidados, con el objeto de estudiar la 
posible separacion de las forrnas furanosicas peracetiladas de las pirandsicas peracetiladas. 
Nuevarnente, no se pudieron aislar eficienternente arnbos is6rneros peracetilados por rnetodos de 
crornatografia en colurnna de silica gel, obteniendose solo un pequeiia fraccion del producto rnetil 
3,s-di-0-acetil-D-a-desoxirribofuranosido puro, con un rendirniento del l8 %, calculado a partir del 
azlicar libre. 
Se decidio ensayar condiciones de reacci6n que favorecieran la ciclacion del anillo en la 
forrna furanosica. Con respecto a esto, se describio en el aiio 1995 por Wengel y colaborad~res~~ 
la sintesis "one pot" asistida por enzirnas del derivado triacilado de la 2-desoxi-D-ribofuranosa a 
partir de la 2-desoxi-D-ribosa. En este estudio, se realiz6 la acilaci6n regioselectiva catalizada por 
12 Prasad, A.; Sorensen, M.; Paramar, V.; Wengel, 1.; Tetrahedron letters, 1995,36,6163 
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la CAL-B de la 2-desoxi-D-ribosa, mediante el uso de anhidrido propi6nic0, obteniendo el derivado 
5-0-monopropionilado. Con el agregado posterior de anhidrido acCtico y Py a la mezcla de 
reaccibn, se obtuvo la correspondiente pentofuranosa per-0-acilada en cantidades cuantitivas a 
partir del carbohidrato desprotegido. 
En base a estos estudios previos, se decidi6 realizar la acetilaci6n regioselectiva catalizada 
por la CAL-B de la 2-desoxi-D-ribosa mediante el empleo de anhidrido ac6tic0, con el objeto de 
obtener la 5-0-acetil-2-desoxi-D-ribofuranosa, para luego proceder a la peracetilaci6n quimica del 
resto de 10s hidroxilos del az~icar. Una vez obtenida la 1,3,5-tri-0-acetil-2-desoxi-D-ribofuranosa, 
se proyect6 el posterior estudio de desacetilacidn enzimitica, con el objeto de obtener el derivado 
con el hidroxilo de la posici6n 5 libre. 
Se utiliz6 CAL-B para la acetilaci6n selectiva del hidroxilo primario de la 2-desoxi-D-ribosa 
con anhidrido acetic0 en M F  anhidro. Luego se f i b6  el biocatalizador, y se afiadi6 a la mezcla de 
reaccion anhidrido acetic0 en py, obteniendose la 1,3,5-tri-0-acetil-2desoxi-D-ribofuranosa (41, 
Figura 3.24) con un rendimiento casi cuantitativo. La completa conversi6n enzimitica de la 
pentosa desprotegida en su intermediario monoacetilado, asi como la conversi6n al producto final 
triacetilado, fue monitoreada por c.c.d y sus estructuras confirmadas por sus espectros de RMN. 
Se obtuvo el produao triacetilado, como su mezcla anom&rica, en una relaci6n a : P de 1 :l. Los
espectros de 13c-RMN del 1,3,5-tri-0-acetil-2desoxi-D-ribofuranosa muestran dos sefiales 
correspondientes a ambos carbonos anomtiricos en la mezcla, y todas las sefiales a 
desplazamientos tipicos correspondientes al esqueleto furan6sico. Se observd asimismo, en la 
regi6n de 170 ppm y 20 ppm, la presencia de 6 sefiales respectivamente, confirmando la presencia 
de 10s tres grupos acetilos en la mol4cula. Por riltimo se observd en el espectro de 'H-RMN, dos 
sefiales a desplazamientos de 6.40 y 6.38 ppm, correspondientes a 10s Hs-1. 
41 42 
I) CALB I ACzO 
py. rn cad;+e 
0 II 
~ a ~ - j ~ l ~  
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iii) ~ a + ~  
iv) intercambii M i  (HI a Na') 
Figura 3.24. Sintesis de la 2-desoxi-0-ribosa 5-fosfato 
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Una vez obtenido el derivado triacetilado de la 2-desoxi-D-ribosa, se procedi6 a estudiar la 
reaccibn de hidr6lisis enzirnitica. Corno ha sido reportado previarnente13, la acoh6lisis enzimdtica 
catalizada por la enzirna CAL-B de rnetil rib6sidos peracetilados, procede regioselectivarnente, 
obteniendose principalrnente 10s derivados desprotegidos en la posici6n 5. Por esto, se decidi6 
experirnentar la regioselectividad de la reaccion de alcoholisis enzirndtica, en las condiciones 
descriptas por 10s autores, sobre el sustrato sintetizado, 1,3,5-tri-0-acetil-2-desoxi-D-ribofuranosa 
(41, Figura 3.24). Se disolvio este sustrato (S) en etanol (E) en una relaci6n E : S = 120 y se aiiadi6 
el biocatalizador. La reaccion de desprotecci6n se siguio por c.c.d. no pudiendo concluirse a 
conversiones cuantitativas, debido a la aparici6n de productos de didesacetilaci6n. La rnezcla de 
reaccion fue purificada por crornatografia en columna de sflica gel, obteniendose la 1,3-di-0-acetil- 
2-desoxi-D-ribofuranosa (42, Figura 3.24) con un 91 % de rendirniento y una relacidn anornerica a 
: @ de 0.9 : 1. El material de partida sin reaccionar se identifico por rnedio de RMN, 
deterrnindndose que consistia linicarnente en el an6rnero a sin reaccionar, rnostrando estos 
resultados, que ante la alcoh6lisis enzirndtica el anomero $ es hidrolizado con mayor velocidad 
que el andrnero a, aunque arnbos is6rneros comparten la regioselectividad, siendo 
enzimdticarnente hidrolizados en la posici6n 5. La regioselectividad de la reaccion de alcoh6lisis 
enzirnitica fue deterrninada por el analisis del producto de reacci6n por RMN de 'H y "c. El 
U lfiigo, S.; Taverna Porro, M.; Monserrat, J.; Iglesias, L; lribarren, A, I.  mol. Cat. 8,2005,35,70 
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andlisis por RMN d e ' ~  de 10s productos desacetilados de ambos an6meros1 mostrd un fuerte 
desplazamiento a campos altos de las seilales correspondientes a 10s Hs-5, (de sefiales a 
desplazamientos entre 4.15 y 4.32 ppm correspondientes a 10s H-5 en el sustrato 41, a sefiales 
entre 3.70 y 3.82 ppm en el producto 42), mientras qua las demds sefiales no se vieron afectadas 
en gran medida. Asimismo se verific6 el grado de desacetilaci6n1 observdndose en ambos RMN, la 
presencia de 4 grupos acetilos. 
El  paso siguiente fue la reaccibn de fosforilaci6n del hidroxilo primario. Se decidi6 utilizar 
el reactivo fosforilante dibencil N,N-diisopropilfosforamidita, debido a 10s resultados positivos 
obtenidos previamente para la fosforilaci6n del derivado D-arabinbsido. Por lo que se trat6 la 1,3- 
di-Oacetil-2-desoxi-D-ribofuranosa (42 Figura 3.24) de forma andloga al sustrato lob, 
obtenidndose, lugo de la purificacidn del producto por cromatografia en columna de silica gel, el 
1,3di-O-acetil-2-desoxi-D-ribofuranosa 5- dibencilfosfato (43, Figura 3.24) con un rendimiento del 
76%. El producto se caracteriz6 por RMN de 'H, 13c y 31~, observdndose las constantes de 
acoplamiento tipicas (*J, y 3~,) en el espectro de de las sefiales correspondientes a 10s C-5 y 
C-4, respectivamente. Asimismo se observ6 en el espectro de 3'~, dos sefiales a -1.18 y -0.96 ppm, 
correspondientes al fosforo de ambos fosfatos anomdricos. 
Una vez obtenido el 1,3-di-O-acetil-2-desoxi-D-ribofuranosa 5- dibencilfosfato puro (43, 
Figura 3.24)) se procedi6 a la desproteccidn de 10s grupos bencilos del fosfato tridster por 
hidrogen6lisis1 como se cit6 previamente en el caso del andlogo rib6sido. Luego de la 
desprotecci6n total del azlicar fosfato por medio de hidrdlisis dcida, la 2-desoxi-D-ribosa 5-fosfato 
fue precipitada como sal de bario, aislada por centrifugaci6n y transformada en la sal sodica 
correspondiente por cromatografia de intercambio i6nic0, como se describio anteriormente. De 
esta manera se obtuvo la sal sddica de la 2-desoxi-D-ribosa 5-fosfato (44, Figura 3.24) de forma 
pura, con un rendimiento del72 %. Nuevamente fue caracterizado el produao por RMN de 'H, 13c 
y 31~,  observdndose dos sefiales en el espectro de 3 1 ~  a 2.02 y 3.59 ppm, correspondiente al 
fdsforo de 10s grupos fosfato de ambos anbmeros. Por dltimo, se observ6 la desaparici6n de las 
seilales correspondientes a 10s grupos protectores, tanto del azlicar como del grupo fosfato, en 
todos 10s espectros de RMN analizados, confirmando de esta forma la identidad del producto 
obtenido. 
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Sobreexpresi6n, purificacidn y ensayos de actividad de la PPM de 
Escherichia Coli 
4.1- Obietivos v resumen 
El objetivo de este capitulo es la obtencion de la PPM de E. coli de forrna pura, mediante la 
aplicacion de metodologias usuales de biologia molecular. La rnetodologia ernpleada se detalla a 
continuacion: 
- Construccion de un vector plasrnidico, en el cual se insert6 el gen completo que codifica 
para la PPM. 
- Transforrnacion de bacterias con dicho vector plasmidico. 
- Selection de bacterias transforrnadas con el plasrnido y deterrninacidn de las condiciones 
optimas para la expresion de la enzirna. 
- Purificacion y concentracion de la PPM. 
Una vez halladas las mejores condiciones para la expresidn enzirnatica, se optimizaron las 
condiciones de reaccion, evaluando la actividad de la PPM y el rendirniento de una reacci6n 
modelo en funci6n de diversos parbrnetros. Las variables estudiadas fueron: el pH y la 
ternperatura de la reaccion, la concentraci6n del agente reductor p-mercaptoetanol, la 
concentracion del metal divalente ~ n ' ~ ,  esencial para la actividad enzimdtica, la concentracion del 
sustrato ribosa 5-fosfato y del inhibidor fosfato inorganic0 y finalrnente la concentracion del 
cofactor glucosa-1,6-difosfato. 
4.2- Resultados v discusi6n 
4.2.1- Seleccidn del sistema de ex~resi6n 
Basandonos en lo cornentado previarnente en la introduction, se opt6 por el vector de 
expresion pRSET-A como sisterna de expresidn de la proteina PPM recombinante en celulas de E. 
coli. Entre 10s diferentes rnotivos que justifican esta eleccion se pueden mencionar 10s siguientes: 
Microoraanisrno hubs~ed: el gen que se desea clonar es el de la PPM de E. coli K-12. Por lo 
que se consider6 adecuado seleccionar como rnicroorganisrno hubsped otra cepa de esta rnisma 
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bacteria, ya que esto perrnitiria elirninar algunas barreris de expresion al tratarse de una proteina 
horn6loga. Otras ventajas inherentes a este rnicroorganisrno incluyen la sencilla rnanipulacion 
rnicrobiologica y genetica y el arnplio conocirniento en relacidn con 10s requerirnientos y 
estrategias de cultivo. 
Ex~residn intracelular: la PPM es una enzirna rnonornCrica intracelular, lo cual facilita su 
posterior purificacion. , 3  
. - 
Reaulacion v niveles de ex~resion: El pldsrnido pRSET-A contiene un prornotor fuerte para 
la RNA polirnerasa del bacteriofago T7 seguido de secuencias operadoras lac, lo que perrnite 
regular de rnanera eficaz la transcripcion. La celula huesped posee rndltiples copias de este 
pldsrnido, el cual expresa de rnanera constitutiva el represor lac, asegurando altos niveles de la 
proteina represora, la cual se une a las secuencias operadoras en pRSET-A e irnpide la 
transcripcion de la proteina recornbinante cuando el sisterna no estd inducido. Si se sobreexpresa 
la proteina de rnanera constitutiva o en grandes cantidades podria ser toxica para las celulas en 
crecirniento, obteniendose una rnenor biornasa. Luego del crecirniento bacteriano, la adicion al 
rnedio de cultivo del inductor quirnico isopropil-$4-tiogalactopiran6sido (IPTG), induce la 
expresion de la proteina recornbinante al unirse a la proteina represora lac, despladndola del sitio 
operador, perrnitiendo que la ARN polirnerasa del bacteribfago T7 transcriba las secuencias del 
. - 
>. 8 I . gen de interes. 
I I 
Ndrnero de codas: El vector de expresibn feleccionado es un vector que expresa la 
proteina con alto ndrnero de copias. De esta forrna se puede obtener la protelna en grandes 
cantidades. 
Otras caracteristicas del vector: El vector pRSET-A posee la secuencia 6xHis-tag, la cual 
codifica para una cola de seis histidinas en la posici6n N-terminal. Esta secuencia tiene corno 
objetivo facilitar su posterior purificacion por crornatografia de afinidad. Asirnisrno, posee un sitio 
de hidrolisis de la proteasa enteroquinasa, con el objeto de remover, en caso que fuera necesario, 
las histidinas afiadidas a la proteina de inter&. Se conoce que la incorporation de arninodcidos 
adicionales a la proteina recornbinante, puede afectar la funcionalidad de la proteina (interfiriendo 
en su correct0 plegarniento). 
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4.2.2- Clonado del aen de la PPM de E. coli K-12 en el vector DRSET-A 
El gen deoB que codifica para la PPM de E. coli se clond en el vector pRSET-A a partir del 
gen obtenido por metodos de arnplificacidn molecular (PCR) A continuacidn se describen 10s pasos 
que se siguieron para obtener el pldsmido con el inserto deseado. 
Para obtener el gen de inter&, primero se buscd la secuencia nucleotidica que codificaba 
para la PPM de E. coli a partir del banco de genes GenBank (nlimero de acceso: U14003). Una vez 
establecido el marco abierto de lectura a travds de la secuencia nucleotidica, se diseflaron 10s 
cebadores necesarios para la obtencidn del gen por medio de PCR. Esto se realizb con el programa 
"oligo 6.0", obteniendose 10s siguientes oligonucledtidos: 
Cebador directo (Forward primer) : 5'ggatccATGAAACGTGCAlllATTATGG 3' 
Cebador reverso(Reverse primer): 5'ggtaccCTTmGTGACATAACAAAGGC 3' 
Las letras en min~iscula indican 10s sitios de restriccibn, el primero siendo el sitio de la 
enzirna BamHl y el segundo el correspondiente a la enzima KPnl. 
Los cebadores diseiiados fueron posteriormente sintetizados y utilizados en la reaccibn de 
PCR, utilizando ADN de E.coli como templado de la reaccidn. El producto de amplificacidn se 
analizd por medio de electroforesis en geles de agarosa, observdndose una banda de 
aproximadamente 1200 pb, correspondiente al tamaiio esperado del gen de la PPM (dato no 
mostrado). El  fragmento de ADN se purificd utilizando un kit comercial (Qiaex II Gel Extraction Kit, 
QIAGEN GmbH) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
El fragmento purificado se clond inicialmente en el pldsmido pGEM-T (Promega), diseflado 
para productos de PCR, mediante la unidn de 10s residuos de adenina, afladidos por la Taq ADN 
polimerasa durante la PCR, con 10s residuos de timidina insertados en el pldsmido lineal. La nueva 
construccidn del gen PPM se denomind PGEM-T-PPM. Se determind la identidad del gen mediante 
un mapeo con enzimas de restriccibn, para lo cual se digirid el pldsmido con EcoRl obteniendose 
un irnico producto de 1200 pb y la banda correspondiente al pldsmido vacio (dato no mostrado). 
Los clones que poseian el inserto correct0 se re-amplificaron en bacterias, se purificd el pldsmido y 
se confirm6 la identidad del gen por secuenciacibn. (ver grifico en el aptindice) 
La traduccidn de secuencia obtenida corresponde a una protelna de 407 aminodcidos 
cuya secuencia se observa en la Figura 4.1. 
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REHlWLWG PKVKPGSLGH RETFADIGQT LAKYFGTSDM EYGKAMF 
Figura 4.1. Secuencia de aminoicidos de la PPM de E. coli 
Posteriormente se escindid por digestidn el insert0 correspondiente al gen que codifica 
para la PPM, incubando el plismido pGEM-T-PPM con la enzima de restriccidn Eco RI. Se purificd 
por geles de agarosa y se subclond el gen de inter& en el vector de expresidn pRSET-A (Stratagen), 
El pldsmido se denomind pRSET-A-PPM (Figura 4.2). 
Figura 4.2. Esquema del pl6smido pRSET-A 
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Columna 1: Marcador de'peso molecular. 
Columna 2-6: Pldsmido digerido con la enzima de restricci6n Hindlll. 
Columna 8-12: Pldsmido digerido con la enzima de restricddn Pstl. 
Columna 13: Marcador de peso molecular. 
Figura 4.3. Electroforesis en gel de agarosa all% del vector pRSET-A-PPM. 
4.2.4- Ex~residn v ~urificacihn de la ~roteina recornbinante PPM de E. coli 
Para la sobreexpresi6n en mayor escala de la PPM-(HIS)& las bacterias transforrnadas 
fueron crecidas en medio LB liquid0 durante toda la noche a 37'C. Posteriorrnente se realiz6 una 
diluci6n del cultivo 1:20 y una vez alcanzada la densidad 6ptica 6ptima (aprox. 0.5 OD), se indujo la 
expresi6n proteica aiiadiendo al medio de cultivo IPTG. Una vez concluido el tiempo de inducci6n 
se centrifugo y resuspendid en buffer, el pellet bacteriano. Luego se lisaron las bacterias por 
sonicacibn, se centrifugo y evalu6, por medio de SDS-PAGE, 10s niveles de expresi6n de la proteina 
recornbinante y la localizaci6n subcelular. De esta manera se pudo confirrnar que la enzima se 
encontraba rnayoritariamente en el sobrenadante, lo cual es una evidencia que su estructura no se 
encuentra alterada y probablemente sea funcional. 
A continuaci6n se optimizaron la concentracibn del inductor y el tiempo de inducci6n para 
obtener la mayor cantidad posible de proteina recombinante. En primer lugar, se realiz6 el ensayo 
de inducci6n empleando concentraciones de IPTG de 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM durante 3 horas a 
37QC. Luego se realiz6 un ensayo extrayendo alicuotas del cultivo a diversos tiempos, a una 
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concentracibn de IPTG constante (1 mM). Se compararon en cada caso, 10s perfiles de expresion 
pot medio de electroforesis en geles de poliacrilamida. Las condiciones de induccidn dptimas 
establecidas fueron la adicion de IPTG 1 mM y 4 horas de incubacion a-37 "C. 
Para llevar a cab0 la purificacidn de la PPM recombinante a partir de lisados crudos de E. 
coli BL21 transforrnada, se utilizo un polimero de agar funcionalizado con NTA (dcido 
nitriloac6tico) para la union del ion ~i". Esta tecnologia permite purificar en un solo paso 
proteinas que contengan una cola de histidinas. NTA es un quelante de iones rnetalicos como en el 
caso del ~i", ocupando 3 sitios de union de la esfera de coordination del ion, dejando tres sitios 
libres para interactuar con 10s residuos de histidina, a travbs de 10s anillos irnidazolicos que forman 
parte de la estructura del aminoacido. Estos anillos se unen a 10s iones ~ i "  inmovilizados por 10s 
grupos NTA de la rnatriz. El imidazol mismo tambibn puede unirse a 10s iones niquel y, por un 
mecanismo cornpetitivo, puede llegar a desplazar 10s residuos de histidina de las proteinas. A bajas 
concentraciones de imidazol se previenen las uniones inespecificas y de baja afinidad de otras 
proteinas (lavados), mientras que las que poseen la estructura 6xHistag se unen fuertemente. Por 
lo que se puede eluir especificamente la proteina de inter& modificando la concentracidn de 
imidazol en el eluyente. 
Se siguieron las indicaciones del fabricante (QIAGEN) para purificar la PPM utilizando la 
resina de ~i", aurnentando la concentracidn de imizadol, en buffer fosfato y soluci6n salina de 
NaCI. La soluci6n arnortiguadora mantiene el pH en un valor dptimo para la unidn de la cola de 
histidina a la resina (pH = 8) y la solucidn salina es utilizada para prevenir la unidn inespecifica de 
proteinas cargadas negativamente. Paralelamente se ensayaron otras condiciones de elucion. Las 
nuevas condiciones se buscaron en base a diversos motivos: i) El fosfato inorganic0 es inhibidor de 
la PPM, por lo que se decidid buscar como solvente de eluci6n, otros tipos de soluciones 
amortiguadoras, distintas al fosfato; ii) la estructura quimica del imidazol es similar a la de las 
bases que forman parte de 10s nucle6sidos. Siendo las Cltimas, sustratos de las nucle6sido 
fosforilasas (NPs) que se utilizaran para la sintesis de nucledsidos presentada en esta tesis, se 
decidio eliminar el imidazol del solvente de elucidn debido a que se desconoce el efecto del mismo 
en la actividad de las rnisrnas. Las nuevas condiciones de elucidn de la columna Ni-NTA, se 
seleccionaron explotando las propiedades quimicas del aminoicido histidina. h e  es un 
aminoacido basico, por lo que a pH neutro se encontrard desprovisto de carga, mientras que a pH 
acido, se formara el Scido conjugado del anillo imidazdlico, de carga positiva. Por lo que a pH 6cido 
la proteina con la cola de histidinas, no sere retenida por la columna y podrS ser eluida. El buffer 
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de lavado utilizado en este protocolo alternativo fue Mops a pH = 7 en solucion salina, y el buffer 
utilizado para la elucion de la proteina fue el buffer ac&ico/acetato a pH = 4,s. 
Para la purificaci6n por cromatografia de afinidad, se procedi6 a pasar el lisado crudo 
centrifugado a traves de la columna Ni-NTA. El analisis por SDS-PAGE de las fracciones colectadas 
variando la concentration de imidazol (Figura 4.4A-), revel6 la presencia de la proteina de interes 
(una linica banda de aprox. 42 kDa, peso molecular concordante con el peso molecular de la PPM) 
con un alto grado de pureza, no observ6ndose dicha banda en las fracciones correspondientes a 
10s pasos de lavado de la columna. En cambio, 10s resultados de la purificacidn de la PPM por 
cromatografia de afinidad, variando el pH de la solucidn amortiguadora, no fueron tan eficientes 
comparados a 10s obtenidos mediante la primer metodologia empleada. En este caso, el anillisis 
por SDS-PAGE revel6 la presencia de la proteina de inter& tanto en las fracciones colectadas 
correspondientes a 10s pasos de lavado wmo en las wrrespondientes a 10s pasos de eluci6n 
(Figura 4.484, mostrando en todos 10s casos la presencia de otras proteinas, obteniendose a la 
proteina con bajo rendimiento y bajo grado de pureza. Esto puede deberse a la uni6n inespecifica 
de otras proteinas a la resina, que en el caso de la elucidn con imidazol se evita afiadiendo el 
mismo en bajas concentraciones. 
Columna 1: Lisado de E. coli transfectada con el plhmido pRSET-A-PPM. 
Columna 2: Fracci6n correspondiente al primer pax, de lavado de la columna. 
Columna 3: Marcador de peso molecular. 
Columna 4-6: Fracciones correspondientes a 10s subsiguientes pasos de lavado de la colurnna. 
Columna 7-10: Fracciones corresoondientes a 10s oasos de eluci6n de la columna. 
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Columna 1 y 5: Lisado de E. coli transfectada con el pldsmido pRSET-A-PPM. 
Columna 2: Fracci6n correspondiente al primer paso de lavado de la columna. 
Columna 34: Fracciones correspondientes a 10s subsiguientes pasos de lavado de la alumna. 
Columna 6-8: Fracciones correspondientes a 10s pasos de elucibn de la columna. 
Figura 4.4. Purificaci6n de la proteina PPM recombinante de E. coli mediante cromatograffa de afinidad en 
resina de NTA-Ni2*. A, eluci6n por imidazol. B, eluci6n por pH. 
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Con estos resultados, se decidi6 que la estrategia mis adecuada para la purification de la 
proteina recombinante utilizando cromatografia de afinidad, era la elucidn de la misma variando 
las concentraciones de imidazol en el solvente de elucibn, ya que se obtiene la proteina PPM con 
elevado grado de pureza y altos rendimientos. La desventaja de esta estrategia es que precisa un 
paso posterior de eliminacidn del imidazol y de la soluci6n amortiguadora, presentes en las 
fracciones de eluci6n junto con la proteina PPM recornbinante. 
Para la posterior eliminaci6n del imidazol y de la solucidn amortiguadora de la fraccidn 
pura se estudiaron dos alternativas: i) desalado por crornatografia de permeaci6n de geles, y ii) 
di6lisis y concentraci6n de la proteina. La primera altemativa estudiada se ensayd utilizando dos 
resinas de exclusidn Bio-Gel PdDG (BIO-RAD) y Sephadex 6-25 (GE Healthcare). Ambas resinas son 
apropiadas para el desalado de proteinas con un rango de fraccionamiento de 10006000. Las 
fracciones eluidas se evaluaron al UV, no pudidndose encontrar las condiciones 6ptimas para la 
resoluci6n de la fracci6n proteica de la imidaz6lica, co-eluyendo ambas fracciones. Este resultado 
puede ser debido a la alta concentraci6n de imidazol en la soluci6n inicial, saturando de esta 
forma la alumna. 
La segunda alternativa estudiada fue la diilisis, para lo cual se utiliz6 una membrana con 
un valor de corte (cut off) de 10 kDa. Este proceso permiti6 la remocibn de las sustancias 
inhibidoras de peso molecular pequefio (c 10 kDa), mientras que la proteina fue retenida dentro 
de la membrana. La diilisis se realiz6 contra la sduci6n de almacenamiento (buffer Tris pH = 8, 
~ n + ~  1 mM, EDTA 0.1 mM) y posteriormente para concentrar la solucidn proteica, se coloc6 la 
membrana conteniendo la soluci6n enzimitica sobre escamas de polietilenglicol (PEG) de peso 
molecular > 10 kDa, dej6ndola hasta obtener la concentraci6n de la soluci6n proteica deseada. La 
concentraci6n de la proteina en la soluci6n se midi6 utilizando la metodologia descripta por 
Bradford. Se observo que a concentraciones superiores a 0.5 mglml, la proteina PPM precipitaba, 
por lo que la concentraci6n final de la proteina fue establecida en 0.3 mg/ml. 
Para comprobar la actividad de la enzima recombinante obtenida, se amp16 a la reaccidn 
de migraci6n del grupo fosfato, la reacci6n de glicosidaci6n enzimitica usando la PNP, utilizando 
como modelo la conversi6n de ribosa 5-fosfato a adpnosina, como lo indica la Figura 4.5. 
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Figura 4.5. Sintesis de nucle6sidos por glicosidaci6n partiendo de furanosas 5-fosfato. 
La actividad enzim6tica obsewada fue por debajo de lo esperado, obtenikndose 
rendirnientos del 25 % a tiempos prolongados de reacci6n (5 dias). Estos bajos rendimientos y 
actividades de la PPM recombinante se podrian deber a diversos factores, tales como: 
Efectos concernientes al pasaje de la proteina por la resina de cromatografia de 
afinidad. 
Presencia de arninoacidos adicionales en la proteina (cola de histidina, etc), que 
podrian interferir en el correct0 plegamiento de la proteina 
Incorrect0 plegamiento de la enzirna luego de su expresion en grandes cantidades. 
Se ensayo, en primer lugar, la reacci6n de hidrdlisis de 10s aminodcidos adicionales de 
histidina, utilizando la proteasa enteroquinasa, para de esta forma removerlos del esqueleto 
proteico. Se exploraron diversas condiciones con el objeto de hidrolizar 10s mismos, sin 6xito. Esto 
podria deberse a que la cola de histidina en la conformation nativa de la PPM estuviera localizada 
dentro del dominio proteico siendo, por lo tanto, inaccesible para la hidrolisis enzimatica. 
*Didlisis simple: eluido cromatogrdfico contra buffer de almacenamiento. 
** Didlisis doble: eluido cromatogrdfico contra soluci6n de EDTA 10 mM, y buffer de almacenamiento. 
*** Didlisis triple: eluido cromatogrdfico conha soluci6n EDTA 10 mM, desnaturalizaci6n con urea'6M y didlisis 
progresiva contra agua, y finalmente contra buffer de almacenamiento. 
Tabla 4.1. Resultados de la purificaci6n de la PPM. 
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En segundo lugar, se evalud el efecto del pasaje de la protelna por la resina de afinidad en 
la actividad enzimdtica. Debido a que la resina funciona como un agente quelante de metales, es 
factible que la disminucidn de la actividad enzimdtica observada pudiera estar asociada a perdidas 
parciales del ion ~ n "  del centro activo de la enzima debido al reemplazo del mismo por el ion ~ i ' ~  
unido a la resina. La presencia de un idn divalente en el sitio activo de la PPM es esencial para 
mantener su actividad catalitica. Se ha reportado que la actividad de la PPM es dependiente de la 
identidad del metal divalente unido a la mismal, siendo la actividad de la metaloproteina asociada 
a ~i", 12 % de la actividad de la PPM asociada a ~n+ ' .  Para evaluar este efecto, se dializd una 
solucidn enzimdtica contra buffer Tris pH=8 y 10 mM de EDTA durante toda una noche, para luego 
realizar una nueva didlisis contra el buffer de almacenamiento. La actividad de la nueva solucidn 
enzimdtica doblemente dializada se incrementd'con respecto a la inicial (12 %), demostrando de 
esta forma el intercambio del ion niquel del centro activo por el ~ n " .  Mediante la didlisis doble de 
10s eluidos de la columna de afinidad se logrd obtener un rendimiento del 40% en un period0 
menor de tiempo (70 h, tabla 4.1) . 
Aunque 10s resultados obtenidos mediante el intercambio de metales mostraron un 
aumento en la actividad enzimdtica, el valor de la misma continud siendo bajo. Esto puede 
deberse al incorrecto plegamiento de una fraccidn de la proteina expresada y a la formacidn de 
agregados proteicos, insolubles en solucidn acuosa. Por esta razdn se realizd, luego de 10s pasos 
descriptos anteriormente, la desnaturalizacidn y solubilizaudn de la proteina utilizando urea 6 M. 
Posteriormente se llevd a cab0 la renaturalizacion de la PPM, removiendo la urea lentamente por 
didlisis, realizando finalmente una di6lisis contra buffer de almacenamiento. Como se muestra en 
la Tabla 4.1, la actividad enzimdtica se increment6 drdsticamente en el proceso de 
desnaturalizacidn-renaturalizacidn, confirmando de esta forma la hipdtesis asociada a un 
incorrecto plegamiento enzimdtico durante la sobreexpresidn. 
4.2.5- O~timizaci6n de la actividad de la PPM 
Una vez optimizado el paso de purificaci6n de la proteina recombinante, se continlio con 
la evaluaci6n de las condiciones de reaccidn que permitieran obtener 10s mejores resultados de 
actividad enzimatica y rendimiento para la reaccidn modelo estudiada, esto es, la conversidn a 
adenosina a partir de ribosa 5-fosfato y adenina, mediante el sistema enzimdtico acoplado (PPM y 
1 Hammer-Jespersen, K.; Munch-Petersen, A.; Eur. I.  Blochem., 1970,17,397 
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PNP) como biocatalizador. Con el objeto de deterrninar dichas condiciones, se estudi6 la 
dependencia de la actividad enzimatica y el rendirniento en funcion de 10s siguientes pardmetros: 
- pH. 
- Temperatura. 
- Concentracion del co-factor glucosa-1,6- difosfato. 
- Concentracion del agente reductor p-mercaptoetanol. 
- Concentracion del inhibidor fosfato inorghnico. 
- Concentracion del ~ n " .  
i) Efecto del pH sobre el rendimiento y la actividad 
La actividad enzimatica y el rendirniento de la reacci6n rnostraron un pH optirno alrededor 
de 7 (Figura 4.6), para visualizar la actividad y el rendirniento con mayor claridad, estas 
propiedades se indican corno cantidades relativas para cada experimento, asignando al valor 
rnaxirno de cada experimento, el valor relativo del 100%. El carnbio en las condiciones de pH en 
una unidad, drasticarnente redujo la actividad y el rendimiento, siendo este efecto m6s 
importante cuando se increment6 el valor de pH. Ha sido reportado previarnentel que el valor de 
pH 6ptirno para la PPM aislada de E. coli era de 8, rnientras que para la PNP (presurniblernente de 
Cellulomonas, el origen bacteriano de la enzima PNP cornercializada por Sigma se discute en la 
proxirna seccion) el pH optimo reportado se encontro en el rango de pHs 7-8'. La diferencia en el 
pH optimo reportado en este trabajo con respecto al reportado previamente podria ser originada 
por diferencias en la secuencia arninoacidica de la enzirna sobreexpresada, como ser el fragment0 
de polihistidinas diseiiado para la purification de la rnisrna por crornatografia de afinidad. 
Wielgus-Kutrowska, B.; Bzowska, A.; Tebbe, J., Koellner, G.; Shugar, D.; Biochimlco et Biophysics Acto ,2002,1597,320 
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Figura 4.6. Actividad de la PPM y rendimiento de la reaccibn de sintesis de adenosina relativos en funci6n 
del pH. 
ii) Efecto de la concentracidn de p-mercaptoetanol sobre el rendimiento y la actividad 
El anilisis de la aaividad y el rendimiento de la reacci6n variando las concentraciones de 
B-mercaptoetanol, mostr6 que la actividad enrimdtica de la PPM posee un requerimiento absoluto 
para esta sustancia, siendo totalmente inactiva en ausencia de la misma. Como se observa en la 
Figura 4.7, la concentracidn de 200 mM maximiza la actividad de la enzima, asi como el 
rendimiento de la reaccidn modelo. 
Figura 4.7. Actividad de la PPM y rendimiento de la reacci6n de sintesis de adenosina relativos en funci6n de 
la concentracibn de ~.mercaptoetanol. 
iii) Efecto de la concentracidn de la ribosa 5-fosfato. 
Asimismo se analiz6 la influencia de la concentraci6n del sustrato, ribosa 5-fosfato. 
Mientras que la actividad sigui6 un comportamiento tipico de Michaelis-Menten en el rango de 
concentraciones de sustratb estudiado (0-4 mM), el rendimiento alcanz6 un maxim0 a la 
concentracion de sustrato de 1 mM y lentamente cay6 al 80 % del rendimiento mdximo, a 
concentraciones de sustrato de 4 mM (Figura 4.8). Se calcularon 10s datos cineticos mediante la 
gr6fica de Lineweaver-Burke, obtenidndose un valor de Km =3.4 mM y Vmax = 4.8 pM/min, ambos 
para las condiciones no optimizadas de reaccibn. 
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Figura 4.8. Actividad de la PPM y rendimiento de la reacci6n de sintesis de adenosina relativos en funci6n de 
la concentraci6n de ribosa 5-fosfato. 
Por este motivo, se selecciono 1 mM como concentraci6n de sustrato en las condiciones 
de trabajo. El  efecto de la disminucion en 10s rendimientos de la reaccidn con el aumento en la 
concentracibn de sustrato se encuentra relacionado a la presencia del i6n fosfato liberado como 
subproducto de la reaccion de glicosidaci6n enzimdtica llevada a cab0 por la PNP. Este efecto se 
evaluari en la posterior seccion. 
iv) Efecto del fosfato inorganico sobre el rendimiento y la actividad. 
Con el objeto de examinar el efecto inhibitorio del fosfato inorganico formado como 
subproducto de la reaccidn de sintesis del adenosina, se estudi6 el impact0 de la variaci6n de la 
concentraci6n de fosfato inorg6nico en la aaividad enzimdtica y en el rendimiento de la reacci6n 
(Figura 4.9). Se utiliz6 fosfato de sodio puro para el ensayo de inhibicidn y se observ6 que ambos 
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pardmetros fueron marcadamente afectados por esta variable. Se intent6 precipitar 
selectivamente el fosfato inorgdnico en presencia de la ribosa 5-fosfato en el medio de reaccion 
mediante diversas metodologias, sin embargo, todos 10s esfuerzos resultaron infructuosos en 
nuestras manos. Como se observa en la Figura 4.9, a concentraciones de fosfato inorgdnico de 1 
mM, la actividad enzimitica decae a un 15 % de la correspondiente actividad medida en ausencia 
de inhibidor. Con estos resultados se puede explicar el origen de la disminucidn del rendimiento 
de la reaccidn con el aumento en la concentraci6n de sustrato. 
Figura 4.9. Actividad de la PPM y rendimiento de la reacci6n de sintesis de adenosina relativos en 
funcibn de la concentracidn de fosfato inorgAnico. 
v) Efecto de la temperatura sobre el rendimiento y la actividad. 
Posteriorrnente, se estudi6 la dependencia de la actividad enzimitica y el rendimiento con 
la temperatura, determinando que la temperatura de 45QC es una condici6n apropiada para 
conducir estos experimentos en el rango de temperaturas estudiado (Figura 4.10). Las 
temperaturas 6ptimas descriptas en bibliografia, para las enzimas en el sistema acoplado, son: 
para la PPM de E. coli 4 5 " ~ ~  y para la PNP 70°C (la actividad estudiada fue la de la fosforolisis de la 
inosina, observdndose que en el rango de temperaturas entre 20 - 70 "C, la actividad de dicha 
reacci6n aumentaba exponencialmente con la temperatura, mientras que a temperaturas 
mayores a 70 "C, la proteina se desnaturalizaba, disminuyendo asi su actividad2). Considerando 
Hamamoto, T.; Noguchi, T.; Midorikawa, Y.; Biosci. Biotechnol. Biodrem., 1998,6,1103 
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que se estudia la ternperatura 6ptirna de un sisterna acoplado de enzirnas, es logico que dicha 
temperatura, para la reaccidn estudiada en esta tesis, sea la de la PPM. No se pudo explicar el 
descenso de la actividad a 37 "C con respecto a la temperatura de 30 "C. 
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Figura 4.10. Actividad de la PPM y rendirniento de la reaccibn de slntesis de adenosina relativos en 
funci6n de la temperatura. 
vi) Efecto de la concentracidn glucosa-1,6difosfato sobre el rendirniento y la actividad. 
El  andlisis de la actividad y el rendirniento de la reaccidn variando las concentraciones del 
co-factor, glucosa-1,6-difosfato, mostr6 un pequefio aurnento en la actividad enzirndtica de la 
PPM, obteniendose identicos rendirnientos a diversas concentraciones del rnisrno. Esto puede 
deberse a que la pequefia variaci6n de la actividad con el co-factor afiadido es despreciable frente 
a este pardmetro. Por lo cual la presencia del co-factor no afecta en gran rnedida la maximizaci6n 
del rendirniento final. 
En bibliografia se ha descripto que el agregado en las concentraciones 6ptirnas (1.4 pm) 
estimula la actividad, siendo esta 3 veces en magnitud superior a la actividad medida en ausencia 
del rnismo4,10 cual no concord6 con lo observado en este trabajo. La actividad de la enzirna con el 
agregado del co-factor en las concentraciones publicadas fue s61o 1.1 veces superior a la actividad 
de la misma sin su agregado. Debido al elevado costo del co-factor y al efecto despreciable en la 
4 Hamamoto, T.; Noguchi, T.; Midorikawa, Y.; Biosci. Biotechnol. Biochem., 1998,6,1103 
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actividad asi como en el rendimiento de la reacci6n se decidi6 no agregarlo al medio de reacci6n 
en 10s subsiguientes ensayos. 
vi) Efecto de la concentracidn de ~ n ' ~  sobre el rendimiento y la actividad. 
Por Qltimo, se realizaron ensayos en 10s cuales se modifid la concentraci6n de ~ n " ,  
observdndose que la misma no afect6 10s valores de actividad enzimdtica. Lo que se vio 
modificado fue el rendimiento de la reaccibn, siendo mayor al incrementarse la concentraci6n del 
i6n (0-1 mM). Estos resultados muestran que la concentracibn de ~ n "  presente en la soluci6n de 
almacenamiento de la enzima es suficiente para maximizar el pardmetro de actividad. Una posible 
explicaci6n del aumento del rendimiento de la reacci6n con el increment0 del i6n divalente en el 
medio de reaccidn puede ser la formacidn del par i6nico M ~ + ~ H P O ~ ~ ;  que aboliria el efecto 
inhibitorio del fosfato inorgdnico. El  valor de actividad no se vio afectado por el i6n divalente en 
exceso, debido a que este pardmetro se mide a travbs de 10s valores de velocidad inicial, en donde 
la proporci6n de fosfato inorgdnico formado como subproducto es muy pequeiia. Esto explicaria el 
rendimiento mdximo observado a concentraciones de ribosa 5-fosfato de 1 mM, con el agregado 
de 1 mM de Mn". En las siguientes secciones se describen ensayos en 10s cuales el aumento de la 
concentracion de este ion maximiza el rendimiento a mayores concentraciones del sustrato 
Podemos concluir que las condiciones 6ptimas para llevar a cab0 la reaccidn son las 
siguientes: pH 7, temperatura dptima de 45X, concentraci6n de 0-mercaptoetanol de 200 mM, 
concentracidn del sustrato ribosa 5-fosfato 1 mM y concentracidn de ~ n "  1 mM. Se obtuvo 
mediante el uso de estas condiciones una actividad especifica de 87 umollmin x mg prot, y un 
rendimiento del90 % (30 h). 
4.3- Conclusiones 
Se logro obtener con elevado rendimiento y alta pureza, la PPM de E. coli, utilizando 
metodologlas usuales de biologia molecular. 
Se evaluaron asimismo, 10s pardmetros que optimizaran la actividad enzimdtica asi como 
el rendimiento de la reacci6n modelo de sintesis de nucle6sidos que involucr6 la formaci6n de 
adenosina a partir de ribosa 5-fosfato y adenina, utilizando como biocatalizador el sistema 
acoplado formado por la PPM sobreexpresada y la PNP comercial. 
De esta forma se determind que la utilizacibn de cromatografia de afinidad de metales 
inmovilizados con resinas de tip0 NTA para la purificacidn de la enzima sobreexpresada es una 
estrategia adecuada, a diferentes escalas, para la obtencidn de proteinas recombinantes con un 
alto grado de pureza en un solo paso de purificacibn. La didlisis contra una solucibn concentrada 
.del agente quelante EDTA, permitib incrementar la actividad especifica de la PPM, a travbs de un 
mecanismo de intercambio de iones metalicos en el centro activo de la enzima. El  proceso de 
desnaturalizaci6n-renaturalizacidn permitid solubilizar la enzima y proporciond un medio para el 
correct0 plegamiento de la proteina, aumentando asimismo la actividad especifica. 
Por liltimo se determinaron las condiciones experimentales dptimas de la reaccibn, 
evaluando de forma independiente las posibles variables que afectan la actividad enzimdtica del 
sistema acoplado y el rendimiento de la reaccidn. 
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Sintesis quimio-enzimitica de nucle6sidos naturales y modificados 
5.1- Obietivos v resumen 
Este capitulo tiene corno objetivo demostrar el alcance de la estrategia quirnio-enzirndtica 
de sintesis de nucle6sidos tanto naturales corno modificados, utilizando corno biocatalizador el 
sisterna enzimittico acoplado forrnado por la enzirna recornbinante PPM, obtenida corno se 
describid en el capitulo 4, y nucleosido fosforilasas (NPs) cornerciales, partiendo de pentosas 5- 
fosfato (capitulo 3) y bases purinicas y pirirnidinicas. 
Mediante esta rnetodologia se sintetizaron, nucle6sidos naturales, tales corno la 
adenosina, inosina, guanosina, tirnidina y 2'-desoxiuridina, partiendo de ribosa 5-fosfato y/o 2- 
desoxirribosa 5-fosfato, segljn corresponde, y las bases naturales adenina, hipoxantina, guanina, 
tirnina y uracilo, respectivamente. 
Asimisrno, con el objeto de enfatizar la versatilidad del rntitodo en la obtenci6n de 
nucle6sidos rnodificados, se utilizo esta rnetodologia para la preparaci6n de andlogos de 
nucle6sidos1 rnodificados tanto en la base corno en el esqueleto azucarado del misrno. Por lo que 
se prepararon nucleosidos de arabinosa (rnodificados en el azljcar), asi corno nucledsidos de ribosa 
y 2-desoxirribosa, utilizando las bases rnodificadas purinicas: 6-rnercapto purina, 6-cIoro-2- 
aminopurina, 2-fluoroadenina y 1,2,4-triazol-3-carboxarnida, y las bases modificadas pirimidinicas: 
5-fluorouracilo y 5-brornouracilo. 
5.2- Resultados v discusidn 
5.2.1- Esauema general de la sintesis enzimdtica de nucle6sidos 
A continuaci6n se describe el esquerna general de la sintesis enzirnittica de nuclebidos. El 
primer paso consiste en la rnigraci6n regio y estereoselectiva del 5-fosfato a la posici6n a-1 de la 
pentosa. La pentosa 1-fosfato generada en este paso, es sustrato de otra enzirna, la nucle6sido 
fosforilasa. Este tip0 de enzimas catalizan la reacci6n reversible de glicosidaci6n de rib0 y 2- 
desoxirribosa 1-fosfato en presencia de bases, para generar asi, el nucledsido y fosfato inorgdnico. 
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La reaccion enzimatica acoplada estd limitada por la especificidad de la PPM y las NPs. Se 
ha reportado que la PPM de E. coli expresada acepta como sustratos la D-ribosa 5-fosfato, 2- 
desoxi-D-ribosa 5-fosfato y D-arabinosa 5-fosfato'. Las NPs que se utilizaron para la reacci6n de 
acoplamiento fueron la Purin Nucle6sido Fosforilasa (PNP) bacteriana comercial (Sigma) y la 
Timidin Fosforilasa (TP) comercial de E. coli (Sigma), las cuales aceptan como sustratos nucle6sidos 
purinicos y pirimidinicos, respectivamente. Las bases se seleccionaron en base a la accesibilidad 
comercial de 10s nucle6sidos modificados sintetizados a partir de las mismas, para asi poder contar 
con material de referencia para determinar la identidad cromatogr0fica, el rendimiento y la 
cinetica de 10s nucle6sidos obtenidos. 
5.2.2- Sintesis enzimatica de ribonuclebsidos. 
Se sintetizaron diversos ribonucle6sidos utilizando 0-ribosa 5-fosfato y divenas bases 
como sustrato, y como biocatalizador, el sistema enzimStico acoplado formado por la PPM y PNP, 
aplicando las condiciones optimizadas discutidas previamente en el capitulo 4. 
En primer lugar se sintetizaron 10s ribonuclebsidos naturales adenosina, inosina y 
guanosina. La base natural hipoxantina fue rapidamente convertida a inosina cuantitativamente (2 
h, 45, Figura 5.1). Cuando se utiliz6 adenina la actividad relativa fue menor per0 se obtuvieron, 
igualmente, altos rendimientos a mayores tiempos de reacci6n (46, Figura 5.1). Finalmente, la 
reaccidn enzimatica de sintesis de guanosina ocurri6 con un rendimiento del30 % y una actividad 
relativa similar a la sintesis de adenosina. Los valores de actividad se expresaron en forma relativa, 
asignando el valor del 100 % a la actividad de la reaccibn de sintesis de inosina. 
1 Hammer-jespersen, K.; Petersen, A; Eur. I. Biochem., 1970,17,397 
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Figura 5.1. Reaccidn de transglicosidaci6n enzimdtica utilizando D-ribosa 5-fosfato y bases. 
La diferencia entre las actividades de las reacciones . . .  de sintesis de adenosina .e inosina, se 
debid principalmente a la especificidad de la PNP utilizada en esta reaccidn. La PNP cornercial 
utilizada en estos ensayos (Sigma, St.Louis, MO, USA) no cuenta con una especificacidn de origen. 
Si bien el rdtulo indica "origen bacteriano", no se aclara el rnicroorganisrno. En trabajos previos se 
presumid que el origen de la PNP comercializada por Sigma era de E. coli. Esta enzirna pertenece a 
la clase de PNP de alto peso molecular, y acepta como sustratos tanto 6-0x0 como 6- 
aminopurinas. En cambio, las PNP del tip0 de bajo peso molecular aceptan como sustratos solo 6- 
oxopurinas y en algunas excepciones 6-arninopurinas con menor actividad. Se ha sugerido 
recientemente que la enzirna comercializada por Sigma no es de E. coli sin0 probablernente de 
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~ellulomonas~. La PNP de Cellulomonas es del tip0 de bajo peso molecular. Se ha reportado que la 
fosforolisis de adenosina no es detectable utilizando esta enzima, mientras que la adenina si es 
sustrato de la reaccion de sintesis de nucle6sidos. Con el objeto de determinar el origen de la PNP, 
y de esta forma evaluar la especificidad de la misma durante este trabajo de tesis, se han realizado 
ensayos de fosforolisis de adenosina e inosina utilizando la PNP comercial, obse~ando que la 
inosina se hidroliza rdpidamente mientras que la adenosina no es sustrato de esta enzima. 
Asimismo, se ha estimado el peso molecular por electroforesis en geles de poliacrilamida (aprox. 
100 kDa, dato no mostrado). Este dato junto con la preferencia de esta enzima por hipoxantina 
sobre adenina (Figura 5.1)) sugiere que esta enu'ma pertenece a la familia de PNP de bajo peso 
molecular, posiblemente de Cellulomonas, como se ha propuesto previamente. 
Con respecto al bajo rendimiento obtenido en la sintesis de guanosina, este se puede 
explicar debido a la baja solubilidad en solucidn acuosa de la base guanina. 
Luego se examinaron diversas purinas sustituidas para explorar la generalidad del metodo 
propuesto. De esta forma se ensayaron las bases 6-mercaptopurina, 6-cloro-2-aminopurina, 2- 
fluoroadenina y 1,2,4-triazol-3-carboxamida. Aunque 10s valores de actividad y rendimiento fueron 
aceptables para la preparacion del 6-mercaptopurfn ribonuclebido (48, Figura 5.1), 10s resultados 
en el caso del 6-cloro-2-aminopurln ribonuclebsido (49, Figura 5.1) y 2-fluoroadenin 
ribonucleosido (50, Figura 5.1) no fueron tan positivos. Esto se debi6 a la alta especificidad en 
relacion a las bases de las PNP de bajo peso molecular. Un ejemplo interesante es la sintesis del 
antiviral Ribavirina (Virazole) a partir de la base no convencional triazolica, 1,2,4-triazol-3- 
carboxamida (51, Figura 5.1). La reaccion procedi6 cuantitativamente con alta actividad (1.5 h). 
Estudios cristalogrdficos por rayos x3 indican que el nude6sido triazolico es capaz de mimetizar la 
conformaci6n de diversos ribonucle6sidos purinicos canbnicos. Como se observa en la Figura 5.2, 
el oxigeno y el nitrogen0 del grupo 3-carboxamida se encuentran espacialmente ubicados de 
forma similar a 10s Btomos 06 y N1 de la inoslna y guanosina. Por rotacidn (180 ') del enlace C3- 
C6, la rivabirina tambien se asemeja a la wnformaci6n de la adenosina (Rgura 5.2). Esto explicaria 
la aceptaci6n como sustrato de esta base no convencional triaz6lica por la enzima. 
Bzowska, A.; Kulilowska, E.; Shugar, D.; Phannacd. & Themp., E000,88,349 
WU, J.; tin, C; Hong, 2.; Journal of Antirnlc~obial Chemotherapy, 52,543 
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Figura 5.2. Diversas conformaciones de la ribavirina y su sirnilitud con 10s ribonucle6sidos naturales. 
5.2.3- Sintesis enzirnetica de 2'-desoxirribonucledsidof 
A continuacibn, se utilizo la 2-desoxirribosa 5-fosfato corno sustrato de la PPM y la TP de E. 
coli, para la reaccibn de sintesis enzirnatica de 2'desoxirribonuclebsidos, tanto naturales corno 
rnodificados, en conjunto con las bases pirirnidinicas: tirnina, uracilo, 5-fluorouracilo y 5- 
brornouracilo (52-55, Figura 5.3). Asirnisrno, con el objeto de evaluar la especificidad de la PNP por 
el sustrato 2-desoxirribbsido, se decidib cornparar las cindticas y 10s rendirnientos de las 
reacciones de sintesis de desoxirribonuclebsidos purlnicos, empleando para este ensayo una base 
purinica natural, hipoxantina, asi corno una rnodificada, 6-rnercaptopurina (56-57, Figura 5.3). Las 
velocidades de reaccibn se expresaron relativas a la sintesis de inosina, corno se ha descripto en la 
Figura 5.1. 
Corno se rnuestra en la Figura 5.3, se observaron altos rendirnientos y actividades en la 
sintesis de 2'-desoxirribonuclebsidos pirirnidinicos, en todos 10s casos ensayados. Corno se ha 
descripto en bibliografia, la TP es especifica con respecto a 10s azucares, para la 2-desoxirribosa 1- 
fosfato, rnientras que la especificidad por las bases pirirnidinicas es rn6s laxa. Se ha reportado que 
la posicibn 5 del anillo pirirnidlnico puede ser intercarnbiada por hidrbgeno, rnetilo o amino con 
efectos despreciables en 10s valores de actividad4. En el caso de la sintesis de nuclebsidos 
'a) Ranel, E.; Khorana, H.; Biochim. Biophys. Acta ,1958,28,562; b) Ranel, E.; Casshyap, P.; I. Biol. Chem., l!X4,239, 
1789 
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utilizando bases tip0 5-halogenouracilo, se determind que disminuye significativamente la 
actividad en comparacidn con la utilizacidn de timinas. Este efecto puede deberse al reemplazo del 
grupo en la posici6n 5 por un sustituyente voluminoso, dificultando estCricamente la uni6n de la 
base modificada al centro activo de la TP (54 y 55, Wura 5.3). 
0 
B 
HO PPM, NP TriQ HO 
Comp. No NP Base Act Rel. (%) Rend. (%) Tiempo (hs) 
52 TNP uradlo 148 75 2 
53 TNP timina 204 75 2 
54 TNP 5-MU 145 60 2 
55 TNP 5gc-dU 104 41 2 
56 PNP hipoxantina 5 16 5 
57 PNP 6-SKPu 5 15 5 
Figura 5.3. Reacci6n de transglicosidaci6n enzimdtica utilizando Zdesoxi-D-ribosa 5-fosfato y bases. 
En el caso de la preparacibn del compuesto 55 (Figura 5.3) mediante el uso de las 
condiciones de reaccidn optimas descriptas en el capitulo 4, se observb la aparici6n del producto 
de reaccidn deshalogenado en la posici6n 5, la 2'desoxiuridina (-,Figura 5.5)) junto con el 
producto deseado, 5-bromo-2'-desoxiuridina ( - , Figura 5.5). Una posible explicacidn de la 
aparicidn de este producto secundario puede ser la formacidn del nucle6sido desbromado 
Panova, N.; Alexeev, C.; Kusmichov, A; Shchevelva, E.; Gawyshw, Id; Polyakov, A; Kritzyn, A; Esipov, R.; Miroshnikov, 
A.; Biochemistry, 2007,72,21 
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mediante una reaccidn de deshalogenacidn quimica, tanto en la base (5-bromouracilo) como en el 
nucledsido (5-bromo-2'-desoxiuridina), promovida por el B-mercaptoetanol(200 mM) presente en 
el medio de reaccidn. Al ser el bromo localizado en la posicidn C-5, un grupo atractor de 
electrones, se veri incrementada la reactividad del C-6 para reacciones de adicidn nucleofilica. Por 
lo que se propone como posible mecanismo de la formacidn del subproducto desbromado, en 
primer lugar, el ataque nucleofilico del p-mercaptoetanol a la posicidn C-6, formandose dos 
posibles intermediarios tidlicos (6-TU y 5,6-TU, Figura 5.4). Luego, al ser ahora el grupo haldgeno 
en la posicidn C-5, un grupo saliente muy activo en 10s intermediarios, se propone la formacidn del 
product0 final mediante reacciones de eliminacidn de 10s sustituyentes azufrados. 
Se han reportado reacciones similares del 5-bromo-2'-desoxiuridina (5-Br-U, Figura 5.4) 
con cisteina, en las cuales se ha explicado la formacidn de 2'-desoxiuridina (U, Figura 5.4) por 
eliminaci6n de disulfuro de dihidrdgeno a partir de 10s intermediarios 6401 (6-TU, Figura 5.4) y 
5,6-ditiol (5,6-DTU, Figura 5.4) formados por adicidn nucleofilica del compuesto azufrado al 5- 
bromo-2'-desoxinucle6sido6. 
Figura 5.4. Reaccidn de deshalogenacidn quimica promovida por compuestos azufrados. 
Con el objeto de maximizar el rendimiento de la reaccidn de sintesis del 5-bromo-2'- 
desoxiuridina, se evaluo el efecto de la concentracidn del 9-mercaptoetanol en 10s valores de 
'Ver por ejemplo: a) Szabo, L.; Kalman, T.; Bardos, T.; J. w. Wnm., 1970,35,1434, b) Pal, B.;J. Am. C k m .  Soc.; 1978, 
100,5170; c)Chikuma, T.; Negishi, K.; Hayatru, H.; Chem. Phm. Bull., 1973,95,2312 
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dicha variable. Como se observa en la Flgura 5.5, mientras que la actividad relativa (se considera 
100 % el valor de mdxima actividad) aumenta con el incremento del agente reductor, como se 
describi6 previamente en el capitulo 4, el rendimiento alcanza un valor maxim0 a 50 mM de p- 
mercaptoetanol, obtenidndose la 5-bromo-2'desoxiuridina con un 100 % de rendimiento. 
Tempo (hs) 
150 
150 57 150 
200 100 41 120 
Figura 5.5. Efecto de la concentraci6n de $-mercaptoetanol en la sintesis de 5-bromo-2'desoxiuridina. 
El incremento en la concentracidn de $-mercaptoetanol, aurnenta la proporcidn del 
nucledsido 2'desoxiuridina en la mezcla de reacci6n (-, Fbura 5.5), obtenidndose de esta forma, 
rendimientos menores con el aumento de la concentraci6n del agente reductor. 
Finalmente, se evalu6 la actividad y el rendimiento de la reaccidn de sintesis de 2'- 
desoxinucledsidos purinicos, empleando dos bases pudnicas: hipoxantina y 6-mercaptopurina. 
Ambos casos dieron resultados desalentadores, observhdose en ambas reacciones rendimientos 
aproximadamente del IS%, asi como actividades inferiores a las obtenidas en el caso de la sintesis 
de nucledsidos pirimidinicos. Esto se debi6, posiblemente, a la especlficidad de la PNP de bajo 
peso molecular con respecto a 10s azlicares 1-fosfato. 
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Finalrnente, se utilizo arabinosa 5-fosfato como sustrato para la reaccidn de glicosidaci6n 
catalizada por la PPM y PNP con hipoxantina, adenina, 6-rnercaptopurina y 1,2,4-triazol-3- 
carboxarnida (58-61, Figura 5.6). Ha sido reportado ~reviamente' que 10s arabinonucleosidos son 
sustratos menos activos que 10s correspondientes nucledsidos ribbidos en la reacciones de 
hidrolisis utilizando PNP. En esa publicacion se ha justificado este hecho experimental mediante el 
empleo de experirnentos in silico, dernostrandose en 10s rnisrnos, la ausencia de uniones puente 
de hidrogeno entre el hidroxilo en la posicion 2 del esqueleto arabindsido y 10s arninodcidos del 
sitio activo de la enzirna. Esta asuncion podria explicar las bajas actividades y rendimientos 
obtenidos para las reacciones de sintesis de arabinonucle6sidos, asi como tambibn podria explicar 
la baja actividad observada en el caso de 10s ensayos realizados con desoxirribosa 5-fosfato. Solo el 
compuesto 58 (Figura 5.6) fue obtenido con un rendirniento del 46%, debido a que es el sustrato 
(hipoxantina) mas activo para esta enzirna. Posteriormente, se ensay6 la sintesis del nucledsido 58 
(Figura 5.6), variando la cantidad de arabinosa 5-fosfato, con el objeto de evaluar la cinbtica del 
sistema enzimatico acoplado en la sintesis de dicho nucle6sido. Corno se puede observar en la 
Figura 5.7, la velocidad inicial aumenta en forma lineal con el aumento de la concentracion de 
sustrato (si se supone cinetica del tip0 de Michaelis Menten, no se ha alcanzado el valor de 
velocidad rndxirna a las concentraciones de sustrato analizadas). Sin embargo el rendimiento de la 
reaccion alcanza un valor rndxirno en todos 10s casos analizados, posiblemente debido al efecto 
inhibitorio del fosfato inorgdnico liberado como subproducto de la reacci6n. 
Bennet, E.; ti, C.; Allan, P.; Parker, P.; Ealick, S. ;J.Biol. Chem., 2003,278,47110 
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Figura 5.6. Reacci6n de transglicosidaci6n enzimdtica utiliindo D-arabinosa 5-fosfato y bases. 
Para maximizar 10s valores de aaividad y rendimiento de la reacci6n de sintesis de 
arabinonucle6sidos, se deberia acoplar la PPM sobreexpresada en nuestro laboratorio con NPs de 
diversos origenes, con el objeto de hallar la NP que acepte en mayor medida D-arabinosa l-fosfato 
como sustrato. Diversos estudios realizados por nuestro grupos demostraron que es posible 
sintetizar arabinonuclebidos utilizando c6lulas enteras de E coli BU1. Por lo que se proyecta, en 
un futuro, ensayar la sintesis de arabinonucle6sidos utilizando como biocatalizador el sistema 
enzimdtico acoplado formado por la PPM y c6lulas enteras de E. coli BL21. 
Rogert, M.; Martinez, N.; Porro, S.; Lewkowiu, E.; Irlbarren, A; Mdecuk, 2000,5,535. 
* 






















Fiiura 5.7. Efecto de la concentracidn de arabinosa 5-fosfato en la velocidad inicial de la reacci6n de sintesis 
del nucle6sido Ara-I. 
5.3- Conclusiones 
Se ha dernostrado exitosarnente la versatilidad de la estrategia quirnioenzimdtica de 
slntesis de nucledsidos tanto naturales corno modificados, utilizando corno biocatalizador el 
sisterna enzirn6tico acoplado (PPM + NPs), partiendo de las pentosas 5-fosfato sintetizadas 
previarnente y bases cornerciales. 
De esta forrna se han obtenido con altos rendirnientos (70-100%) 10s nucle6sidos: 
adenosina, inosina, 6-rnercaptopurin ribonucle6sid0, 1,2,4-triazol-3-carboxamida ribonucle6sido 
(Rivabirina), tirnidina, 2'desoxiuridina, 5-fluoro-2'desoxiuridina y 5-bromo-2'desoxiuridina. 
Asirnisrno se han obtenido diversos nucleosidos con rnoderados rendirnientos (30-50%), tales 
corno la guanosina, 2-amino-6-cloro-purin ribonucle6sid0, 2-fluoroadenosina y hipoxantin 
arabinonucleosido. Finalrnente se han obtenido con bajo rendirniento (10-30%) 10s siguientes 
nuclebidos: adenin arabinonucle6sid0, 6-mercaptopurin arabinonucle6sid0, 1,2,4-triazol-3- 
carboxarnida arabinonucle6sid0, 2'desoxiinosina y 2-amino-6-cloropurin 2'- 
desoxirribonucle6sido. 
Resta ensayar la sintesis de nuclebidos arabin6sidos utilizando purin nucle6sido y/o 
tirnidin fosforilasas de diversos origenes. 






























Inmovilizaci6n de la PPM y co-inmovilizacion de la PPM y PNP 
6.1- Obietivos v resumen 
Este capitulo tiene como objetivos la inmovilizaci6n eficiente de la enzima sobreexpresada 
para este trabajo de tesis (PPM), y la co-inmovilizaci6n del sistema enzimdtico acoplado (PPM-NP) 
utilizado en la sintesis de nucle6sidos naturales y/o modificados, como se describe en el capitulo 
5. El objeto de este proceso es la obtencion de un biocatalizador eficiente para potenciales 
aplicaciones tecnologicas. 
Para lograr este objetivo, se han analizado diversas metodologias de inmovilizacibn, asi 
como diversos soportes. En particular se estudid la factibilidad tecnica de inmovilizar dichas 
enzimas por encapsulacion en soportes vitreos hibridos (Si02 + polimero), elaborados mediante 
tecnologia sol-gel, utilizando como precursores: tetraetilortosilicato (TEOS) y tetra(2- 
hidroxietil)ortosilicato (THEOS), y como auxiliares polim4ricos: alcohol polivinilico y quitosano. Se 
trataron 10s mismos por el proceso denominado ISlSA (Ice-Segregation-lnduced-SeIf-Assembly), 
con el objeto de crear materiales hibridos jerdrquicos con mejores propiedades mednicas y de 
transporte de masa. 
6.2- Resultados v discusidn 
Se realizaron una serie de experimentos preliminares, con el objeto de explorar que 
estrategia de inmovilizaci6n (union covalente, adsorci6n o atrapamiento) era la m6s adecuada 
para la enzima de inter& (PPM). Los ensayos fueron realizados inmovilizando ~lnicamente esta 
enzima, dejando en soluci6n la NP correspondiente. Se utiliz6 como ensayo modelo, para evaluar 
la actividad del nuevo biocatalizador obtenido, la conversion de ribosa 5-fosfato e hipoxantina a 
inosina. 
En primer lugar se evaluo la estrategia de inmovilizaci6n por union covalente de la enzima 
a un soporte solido. Para estos ensayos se seleccionb, en primer lugar, un soporte comercial 
denominado amino sefarosa (GE, Healthcare Life Sciences) que contiene grupos aminos 
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disponibles unidos, a traves de un espaciador de brazo largo, a una resina de agarosa 
entrecruzada. El acoplamiento de la enzima al soporte se realizd por medio de la activacidn de 10s 
grupos carboxilos de la enzima con una carbodiimida soluble en agua (1-[3-(dimetilamino)propil]- 
3-etilcarbodiimida, EDC), quedando unida la misma al soporte por medio de la formacion de 
enlaces amida. Se ensayaron diversas condiciones variando la proporcidn enzima:resina, utilizando 
las condiciones recomendadas por el fabricante. Se obse~d, en todos los casos analizados, que la 
enzima inmovilizada se inactivaba por esta metodologia. Esta inactivacidn de la PPM puede 
deberse a la posible presencia de grupos carboxilos en el sitio activo de la enzima que 
reaccionaron con este agente, alterdndose la estructura de dicho sitio. Debido a esta suposicion, 
se intent6 inmovilizar la enzima mediante la activacidn del soporte, utilizdndose para esto 
glutaraldehido como agente activante. Esta inmovilizacidn nuevamente condujo a biocatalizadores 
inactivos. Por este motivo se reemplazd la resina de amino sefarosa por perlas de quitosano para 
intentar lograr la inmovilizaci6n por adsorci6n. Asimismo se intent6 inmovilizar la enzima a este 
soporte por union covalente con 10s agentes activantes mencionados anteriormente. 
El  quitosano es un polisacirido lineal compuesto por dos tipos de unidades estructurales 
distribuidas de manera aleatoria a lo largo de la cadena, la N-acetil-D-glucosamina y la D- 
glucosamina, las cuales se encuentran unidas entre si por enlaces del tip0 $(1+4) glicosidicos. El 
quitosano es soluble en soluciones acuosas dcidas (pH < 6), encontrdndose cargado positivamente 
en dichas soluciones. Las perlas se prepararon utilizando el m6todo de neutralizacidn que consiste 
en la precipitacidn del quitosano, al poner en contact0 una soluci6n dcida de de este polimero con 
dlcali y etanol. Este ~iltimo se agrega para facilitar la precipitacidn de las perlas de quitosano, 
debido a la baja solubilidad del polimero en este solvente. Para llevar a cab0 la inmovilizaci6n, en 
primer lugar, se prepararon las perlas de quitosano por goteo, a velocidad controlada, de una 
solucidn dcida de quitosano (2.5% en dcido ac6tico 0.3 M, pH=4.5) sobre una soluci6n 1 M de 
NaOH que contenia 26 % (v/v) etanol. Para lograr el tamaRo y la forma deseado de las perlas se 
procedio al goteo mediante el uso de una jeringa con presidn positiva constante. Las perlas de 
quitosano se mantuvieron en la solucidn de NaOHIetanol para permitir el endurecimiento de las 
mismas. Una vez logrado esto, se lavaron exhaustivamente con agua destilada hasta pH neutro y 
con diversas soluciones amortiguadoras. Se realizaron dos procedimientos diferentes para lograr 

















- Inrnovilizacion por union covalente: Se trabajo con dos agentes activantes para 
modificar el soporte: la carbodiirnida (EDC) para la activacidn de 10s grupos hidroxilo y 
el glutaraldehido para la activacion de 10s grupos amino 
- lnrnovilizacion por adsorcibn: se intent6 aprovechar la alta afinidad de este soporte 
por las proteinas. 
Con el tratarniento con glutaraldehido no se obtuvieron biocatalizadores activos, al igual 
que para la inrnovilizacion sobre el soporte de arninosefarosa. En carnbio, 10s biocatalizadores 
obtenidos con la carbodiirnida y sin el uso de agente activante brindaron resultados positivos y 
sirnilares. Esta sirnilitud en la actividad de 10s biocatalizadores obtenidos por las dos estrategias de 
inrnovilizaci6n rnencionadas sugiere que la PPM no se ha unido covalenternente al soporte, sino 
que fue adsorbida sobre el soporte debido a la alta afinidad de este por las proteinas. 
La suposicion de que la enzirna se haya adsorbido sobre el soporte y no se encuentre unida 
covalenternente se basa en que solo se ha encontrado un reporte en bibliografia que dernuestre el 
uso de carbodiirnidas para la activacion de grupos hidroxilosl en soportes derivados del quitosano, 
siendo esta utilizada casi exclusivarnente para la activacion de carboxilos. 
Se decidio repetir el ensayo de inmovilizacion de la PPM por adsorcion para verificar su 
reproducibilidad. Se obtuvieron valores de actividad de diversa rnagnitud, rnostrando la pobre 
reproducibilidad de este biocatalizador. Se intentaron carnbiar pardmetros para obtener 
resultados rnds constantes per0 no se logr6 la reproducibilidad buscada. 
Siendo infructuosos 10s intentos de inrnovilizaci6n de la PPM rnediante la rnetodologia de 
union covalente y adsorcion, se decidid rnodificar la estrategia evaludndose la inrnovilizacion por 
atrapamiento de la PPM en diversos rnateriales. Se decidio ensayar, en primer lugar, el 
atraparniento en perlas de agar. Las rnisrnas se prepararon por goteo a velocidad controlada de 
una solucion enzirnhtica en agar al 4 % (a 50 'C), sobre un baRo de aceite de girasol cornercial, 
seguido de un lavado exhaustivo del biocatalizador, para asi remover 10s rernanentes del aceite de 
girasol y acondicionarlo con la solucion arnortiguadora utilizada para rnedir la actividad enzirndtica. 
Se ensayd entonces la reaccion modelo de sintesis de inosina. Se compar6 luego la estabilidad 
operacional de la enzirna inrnovilizada en un proceso batch repetitivo. Aunque la actividad fue 
aceptable en el primer uso del biocatalizador (250 p~.rnin-'.rngprot-l), cay6 a un 18% de la inicial 
en el segundo uso y a un 1.7 % en el tercero. La disrninuci6n de la actividad del biocatalizador con 
10s usos se debio presurniblernente a la lixiviacion de la enzirna de las perlas de agar. 
' Chiou, 5.; Wu, W.; Biomaterials, 2004,25,197 
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Considerando que un material con poros de menor tarnafio podria ser una alternativa para 
resolver la perdida de enzirna por lixiviacidn, se ensay6 la encapsulacidn de la PPM dentro de 
matrices de drgano-silicatos preparadas rnediante la rnetodologia de procesarniento sol-gel a bajas 
ternperaturas (en forrna de hidrogeles), con el posterior tratarniento del biornaterial para la 
obtencidn del xerogel, por la metodologia ISISA~, descripta en la introduccidn. 
Se ha utilizado en este trabajo un sol de silica acuoso sintetizado a partir del precursor 
TEOS, en el cual se ha afiadido una entidad soluble, el alcohol polivinilico (PVA) previo a la 
polirnerizacidn del rnisrno. La rnezcla del aditivo y silica favorece la forrnacidn de entramados 
interpenetrados (IPN), debido a la condensacidn de 10s grupos silanoles con 10s hidroxilos del PVA, 
resultando en la forrnacidn de enlaces Si-0-C. Asirnismo la adicidn de PVA, protege a la enzirna de 
la inactivacidn (&a puede deberse a la desnaturalizacidn de la enzirna por su interaccidn con 10s 
grupos silanoles del soporte), prornueve la retencih de mol6culas de agua alrededor del 
biocatalizador, favorece 10s efectos de dispersi6n de las mol~culas de enzirna, facilitando de esta 
forma el transporte de rnasa, y por ultimo actlia como crioprotector durante el congelarniento 
utilizado en el procesarniento del material. A su vez se obtienen rnateriales rnenos quebradizos 
que 10s obtenidos sin su agregado. 
Con objeto de optirnizar la estrategia de inmovilizacidn, la actividad de la PPM fue 
ensayada utilizando un conjunto de sol-geles con diversas proporciones de TEOS y PVA, 
rnanteniendo constante la surna de arnbos, en un valor igual a 8 %3. 
La disrninucidn en el contenido de PVA con el consecuente aurnento del porcentaje de 
TEOS afectd profundarnente la actividad de la PPM (Tabla 6.1). Esto puede ser explicado por el 
efecto desnaturalizante de la silice cargada negativamerrte sobre la estructura de la enzirna y a 10s 
varios efectos protectores del auxiliar polimerico (PVA) anteriormente citados. Corno se puede 
observar en la Tabla 6.1, la actividad es nula cuando el material es sintetizado sin el auxiliar 
polirntirico y es maxima cuando tiste es preparado sin el agregado de silica, siendo la liltirna, el 11 
% de la actividad de la enzirna en solucidn. Tambien se pudo observar que 10s rnateriales 
preparados con silica pura eran extrernadamente quebradizos, tornendose m6s resistentes y 
gornosos a rnedida que se aurnenta la proporci6n de PVA. 
Gutierrez, M.; jobdggy, M.; Rapun, N.; Ferrer, M.; Del Monte, F.; Adv. Moter., 2006,18,1137 
Long, J.; Hutcheon, G.; Cooper, A.; I. Comb. Chem., 2007,9,399 
No KTEOS 96 WA Act. Rel Rend. 96 (24hs) 
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' Act. Rel. = actividad de la enzima inmovilizada /actiiidad de la enzima en soluci6n. 
La actividad de la enzima en soluci6n fue de 572.5 pM/min.mg proteina. 
Tabla 6.1. Efedo del % de TEOS y del % de PVA en la actividad y en el rendimiento de la PPM 
inmovilizada en el sistema hbrido silica/PVA. 
Asimismo se midi6 la actividad de la enzima atrapada en 10s hidrogeles antes y despuCs del 
procesamiento ISlSA de 10s mismos, con el fin de estudiar el efecto de la exposici6n de la enzima a 
las bajas temperaturas utilizadas por esta metodologia (-196°C). No se observo variacidn en las 
actividades relativas en este ensayo, por lo que es posible concluir que el procesamiento de 10s 
biomateriales a dichas temperaturas no afecta la actividad de la PPM, siendo el atrapamiento de la 
misma, la que disminuye la actividad con respecto a la enzima en soluci6n. 
Como se describio en el capitulo 4, la PPM posee un requerimiento absoluto del agente 
reductor f3-mercaptoetanol. Este agente permite el plegamiento correcto de la estruaura nativa 
de la proteina siendo, de esta forma, activa. En 10s ensayos preliminares descriptos anteriormente 
la enzima era atrapada sin el agregado del agente reductor, siendo Cste aiiadido directamente en 
el medio de reacci6n en 10s ensayos de actividad. Al encontrarse restringida la movilidad de la 
enzima por su encapsulacion en 10s materiales porosos, se evalud si parte de la phrdida de la 
actividad de la enzima inmovilizada con respecto a la enzima en solucibn, se podia deber al 
atrapamiento de la enzima en su conformaci6n no nativa, no recuperando la misma su estructura 
activa ante el posterior agregado de f3-mercaptoetanol, por dicha restriccidn en su movilidad. Por 
lo que se decidio llevar a cab0 10s bioinmovilizados agregando, previo a la etapa de polimerizaci6n, 
el agente reductor, con el objeto de permitir el correcto plegamiento de la enzima antes de la 
confinacion de la misma en el material poroso. La actividad de la PPM inmovilizada en estos 
soportes con el agregado del agente de reductor previo y posterior al paso de polimerizaci6n fue 
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la misma. Esta similitud en las actividades de 10s biitalizadores inmovilizados se puede deber a 
que 10s poros del material son 10s suficientemente grades para permitir la libre movilidad de la 
enzima, pudiendo adquirir su conformacidn nativa una vez inmovilizada. Por lo que la pbrdida de 
actividad al ser inmovilizada no se debe a un incorrect0 plegamiento dentro de la matriz del sol- 
gel. 
Otros motivos por 10s cuales puede darse la p4rdda de actividad de la enzima inmovilizada 
con respecto a la libre son: 
- la lixiviacidn de la enzima del material por un tamaAo de poro elevado 
- una menor difusi6n de 10s reactivos y pmdwtos 
- la interaccidn entre el soporte y la enzima 
- la liberaci6n de etanol (desnaturalizante para las enzimas) producida en la etapa de 
hidrdlisis del precursor TEOS. 
A continuacidn, se evalu6 la estabilidad operacional de 10s sistemas inmovilizados, 
analizando la actividad y el rendimiento de la reaccih de sintesis de inosina, a travbs de 10s 
repetidos usos de 10s biocatalizadores obtenidos. 
Se evaluaron 10s biomateriales q w  dkron 10s mejores valores de actividad en el ensayo 
preliminar (Tabla 6.1, condiciones experimentales de Ias entradas No 4, 5, 6 y 7). La actividad 
disminuy6 en todos 10s caws analizados con el re-use de 10s biocatalizadores(Figura 6.1) hasta ser 
nula en el cuarto uso (dato no mostrado), probablemente debido la lixiviacidn de la enzima debido 
a la desintegracidn parcial del soporte. 
*UJUI : A C ~ M C I ~  de la PPM inmovWhr& 41 e~ uso n/ rcthridad de 
la enzima in-udr en el prbner uso 
Figura 6.1. Estabilidad operacional de la PPM inmovibda en el sistema' hibrido sflica/PVA 
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De todas las estrategias analizadas, se concluyo que la inrnovilizaci6n por atrapamiento de 
la PPM en soportes vitreos hibridos, elaborados mediante tecnologia sol-gel, con el posterior 
procesamiento rnediante la rnetodologia denominada ISlSA era la mas prometedora. En este 
sentido, se decidio intentar optirnizar el tarnafio de poro (por variation del precursor y del 
polirnero auxiliar) para aurnentar la estabilidad operacional del biocatalizador inrnovilizado y la 
actividad de la enzirna inrnovilizada, y desarrollar precursores "libres de etanol" para asi mejorar 
las propiedades de la enzirna atrapada. 
6.2.2- Inmovilizaci6n en com~uestos hibridos de auitosano-silica por la tecnolonia sol 
& 
Recienternente se han encontrado rnetodologias para el procesarniento de 10s sol-geles 
biocornpatibles y rnds suaves que las descriptas anteriormente en este capitulo. Las rnisrnas se 
basan en el uso de precursores rnodificados para la inrnovilizaci6n de proteinas activas. Las 
principales desventajas del procesarniento utilizando corno precursor TEOS, son la presencia del 
etanol liberado durante la hidrolisis y la necesidad de carnbios abruptos en el pH para el inicio de 
la etapa de polirnerizacibn, arnbos posibles efectos perjudiciales en la actividad de la enzirna 
atrapada. Para solucionar 10s misrnos se desarrollaron nuevos precursores biocornpatibles, corno 
el THEOS. La liberation de un alcohol "arnigable" a la enzima atrapada (etilenglicol) disrninuye la 
posible desnaturalizacion proteica. Otra ventaja de estos precursores es que pueden ser disueltos 
directarnente en agua y condensan a pH neutros, elirninando la necesidad de alteraciones 
abruptas en el pH durante el procesarniento del gel4. Estos rnateriales de partida, asimisrno, 
generan rnateriales con rnenor grado de encogirniento, rnenor diarnetro de poro y propiedades 
rnecanicas rnejores que 10s rnateriales basados en TEOS'. En particular el precursor moditicado 
THEOS puede ser preparado fdcilrnente por rnedio de reacciones de transesterificacidn del TEOS 
con etilenglicol. 
Con el objeto de obtener materiales rnecanicarnente mas resistentes, y de rnenor tamafio 
de poro se rnodifico, asirnisrno, el auxiliar polirnerico adicionando a 10s sol-geles de silica, 
quitosano en lugar de PVA. Es sabido que la presencia de quitosano, una rnolecula policationica, 
Chery, H.; Tameki, R.; I.  Am. Cbem. Soc., 2000,122,10063 
'Brandhuber, D.; Torma, V.; Raab, C.; Peterlik, H.; Kulak, A; Husing, N. Chem. Mat., 205,17,4262 
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puede actuar como agente nucleante para la silica, debido a la formacidn de enlaces puente de 
hidrdgeno entre 10s grupos aminos del quitosano y 10s hidroxilos de 10s silanoles6. 
6.2.2.1- pbtenci6n v caracterizaci6n del  recurso or THEOS 
Se obtuvo el precursor THEOS mediante una reacci6n de transesterificacidn del TEOS con 
etilenglicol (Figura 6.2). Fue posible diredamente reemplazar al grupo etoxilo en el TEOS, sin el 
uso de catalizadores. A la vez, este diol fue sometido a la mencionada reaccidn de 
transesterificacidn sin la necesidad de solventes. La reacddn se llev6 a cabo bajo atm6sfera inerte 
a 150°C utilizando directamente TEOS y etilenglicol, recien destilados, con remocidn de 
subproducto formado, etanol (por destilaci6n), para asi perrnitir el avance de la reaccidn. Se 
consider6 la reaccidn finalizada, cuando se ha116 la misma estequiometricamente balanceada, esto 
es, cuando 10s equivalentes de etanol liberados igualaron aproximadamente a 10s grupos etoxilos 
en el material de partida. Asimismo, se demostr6 espectrosc6picamente el intercambio completo 
del alcohol, debido a que, en general, no se evidenciaron grupos etoxilos en 10s espectros de RMN 
de 'H y 13c. Una vez alcanzado el rendimiento m8xim0, se removid el remanente de etilenglicol por 
destilacidn a presi6n reducida, para asi obtener al THEOS como un aceite transparente, con un 80 
% de pureza. 
Figura 6.2. Preparacidn dc THEOS. 
La sintesis fue diseiada para minimizar la presencia de silanoles parcialmente 
condensados (siloxanos) en el producto final. Por ello, se destilaron ambos readivos, para eliminar 
cualquier remanente de agua, para asi obtener Qnicamente especies QO. De lo contrario, la 
reaccidn de transesterificaci6n seria acompanada por reacciones de hidrdlisis y condensacidn, 
para dar las especies Q1, QZ y Q3 en el producto (Qn es una forma de expresar el grado de 
condensaci6n de 10s tetraedros Si04, es decir, del numero de atomos de oxigeno compartidos por 
dos tetraedros (o la conectividad entre tetraedros), donde n corresponde al nljmero de Btomos de 
wang, G.; Zhang, L;. I.  Phys. Chem. 8,2006,110,24864 
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oxgeno cornpartidos). Aunque, por limitaciones experimentales, no fue posible realizar 
experirnentos de RMN de 29~i  para confirmar esta suposicibn. Al no ser necesario el uso de 
catalizadores para la transesterificacidn descripta, se evit6 la contaminaci6n posible de la silica 
resultante. 
El THEOS fue totalrnente soluble en agua, con un tiempo de gelificaci6n en soluci6n acuosa 
neutra de varias horas, dependiendo de la concentraci6n del precursor en la solucidn (a 
ternperatura arnbiente). Tal corno se cito anteriormente las mleculas de quitosano actlian corno 
centro de nucleacion, acelerdndose 10s tiernpos de gelificacidn enorrnernente, efecto combinado 
con el aurnento de pH. A concentraciones de quitosano constante (I%), el tiernpo de gelificacidn 
dependi6 de la concentraci6n del precursor, siendo de 8 rninutos para una concentracidn de sflice 
del 12%, 6 rninutos para 20% de silice y de 3 minutos para 40% de silice. Estos ensayos se 
realizaron con soluciones de buffer Tris pH=8 con una concentraci6n final en la soluci6n .de 100 
rn M. 
Por liltirno cabe destacar que al rnezclar el precursor THEOS con la soluci6n acuosa Bcida 
de quitosano, no se observ6 precipitaci6n ni separaci6n de fases, rnostrando una buena 
cornpatibilidad. 
6.2.2.2- Inmovilizaci6n de la PPM: Efecto de la concentrad6n de THEOS v auitomno en la 
inmovilizaci6n Dor sol-nel. 
Teniendo en cuenta que la polirnerizaci6n del precursor THEOS es rnenos desnaturalizante 
que la andloga basada en TEOS, se evaluaron concentraciones m6s elevadas del precursor de 
partida. En primer lugar, se prepararon diversos sol-geles a concentraci6n constante de quitosano, 
variando el porcentaje de THEOS entre un 10% y un 40%, fijando el pH de la inmovilizacibn en un 
valor igual a 8. La concentraci6n de quitosano en el material se vio lirnitada al encontrarse el 
misrno disuelto en una solucibn de pH Acido, lo cual podria afectar la actividad enzimBtica, por lo 
que dicha concentraci6n fue fijada en un valor de 0.8% (Tabla 6.2). 
En estos experirnentos (Tabla 6.2) se observ6 que un aurnento en el porcentaje de THEOS 
disrninuia la actividad de la PPM inmovilizada. Esto puede ser explicado por el efecto 
desnaturalizante de la silica cargada negativamente sobre la estructura de la enzima, corno se cit6 
anteriorrnente para el caso de la enzima inrnovilizada en sol-geles basados en el precursor TEOS. 
Capitulo 6 - Inmovilizaci6n de la PPM y del sistema enzimatico acoplado 
En segundo lugar, se estudi6 la influencia del contenido de quitosano en la actividad de la 
PPM inmovilizada, dejando constante la concentraci6n de THEOS.en el valor de maxima actividad 
obtenido en 10s experimentos previos (lo%, TaMa 6.2). Se puede observar que un aumento en el 
porcentaje de quitosano disminuye la actividad de la endma (4-6, Tabla 6.2). Esto puede deberse a 
una disminucion en el pH de la inmovilizaci6n. Esto ha sido verificado experimentalmente, 
observandose que al aumehtar la cantidad de la soluci6n dcida de quitosano, el pH final 
disminuye, siendo menor a 6 en el caso de 10s geles preparados con 0.8 % de quitosano. 
TambiCn se explor6 el efecto del pH de la soluci6n amortiguadora empleada durante el 
proceso de inmovilizaci6n1 fijando las concentraciones de quitosano en 0.4 % y THEOS en 10 %. 
Cuando el pH fue elevado de 8 a 8.5, la actividad enzimatica relativa aument6 de 0.26 a 0.46 
(Tabla 6.2, entradas 5 y 7), mientras que a pH 9.0, la actividad relativa disminuyd (Tabla 6.2, 
entrada 8). Consecuentemente, el pH de la soluci6n amortiguadora empleada durante el proceso 
de inmovilizaci6n fue fijado para todos 10s efectos a 8.5. 
Al comparar 10s valores de actividad de 10s biocatalizadores obtenidos utilizando TEOS 
como precursor del sol-gel y PVA como auxiliar polim8ric0, con respecto a 10s obtenidos mediante 
el uso de THEOS y quitosano, se observ6 que la actividad relativa de 10s dltimos aumentd 
considerablemente (10 %, en el caso de 10s materiales basados en TEOS a 50 % en el caso de 10s 
basados en THEOS, con respecto a la enzima en soluci6n) posiblemente debido a 10s efectos 
perjudiciales descriptos para el TEOS con respecto a1 uso de THEOS. Esto fue confirmado al 
comparar 10s valores de actividad relativa de 10s experimentos realizados en ausencia del auxiliar 
polimerico (Tabla 6.1 y Tabla 6.2). En el caso de 10s sistemas inmovilizados obtenidos a partir del 
precursor TEOS sin agregado del auxiliar polimdrico no se observ6 actividad (Tabla 6.1, entrada I), 
mientras que en el caso de 10s obtenidos utilizando THEOS como precursor sin agregado del 
auxiliar, se obsew6 una actividad relativa de 0.59 (TaMa 6.2, entrada 4). 
No % quitosano % THEOS pH""''= Act, ~d.. Rend. % 
1 0.8 10 8 0.04 21 
a 













5 0.4 10 8 0.26 73 
6 1.3 10 8 0.01 8 
7 0.4 10 8.5 0.46 93 
8 0.4 10 9.0 0.31 87 
' Act. Rel. = actividad de la enzima inmovilizada Iactividad de la enzima en solucidn. La actividad de la 
enzima en soluci6n a pH=8, fue de 1130 pM/min.mg proteina 
Tabla 6.2. Efecto del % de THEOS , del % de quitosano y del pH de inmovilizacidn en la actividad y en el 
rendimiento de la PPM inmovilizada. 
Posteriormente, se evalud la estabilidad operacional de 10s sistemas inmovilizados, 
analizando la actividad y el rendimiento de la reaccidn de sintesis de inosina, a traves de 10s 
consecutivos usos de 10s biocatalizadores obtenidos. Se analizd el desempefio del biocatalizador 
con 10s re-usos de 10s sol-geles de quitosano/THEOS/PPM con contenidos de quitosano entre 0- 
0.6%. 
Como se observa en la Figura 6.3,los rnejores resultados fueron obtenidos en 10s slstemas 
inmovilizados con un contenido de quitosano de 0.4 %, mientras que con contenidos de 0.2 % y 
0.6%, la actividad disminuyd abruptamente en 10s primeros usos, perdiendose completamente en 
el quinto. En el caso de 10s sistemas inmovilizados en silica pura se observo un descenso abrupto 
de la actividad luego del primer uso, no observdndose actividad aparente Iyego del segundo uso 
(dato no mostrado). Los sol-geles obtenidos con sih'ca pura mostraron una menor resistencia 
mecinica, siendo quebradizos, lo que explicaria la ausencia de estabilidad operacional. Corno se 
observa en la Figura 6.3, la actividad desciende abruptamente luego del primer o segundo uso, 
para mantenerse luego constante con 10s posteriores usos, en el mejor caso estudiado (0.4%). Esta 
observacidn se debe posiblemente a la perdida de parte de la enzima con 10s usos, que se hallaba 
debilmente adsorbida en el soporte. 
'{ 8 
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Figura 6.3. Actividad de 10s sol-geles con diversos contcnidos de quitosano en funci6n del n~imero de re- 
mi ' 'I" 
Con respecto a la estabilidad operacional, tambitin se observd que 10s sistemas 
inmovilizados utilizando MEOS como precursor y quitosano como auxiliar polimerico son mejores 
con respecto a 10s obtenidos a partir del TEOS y PVA (de pobre estabilidad operacional, Figura 
6.1). Esto es debido a las ventajas descriptas en la primera seccidn de este apartado. 
Los ensayos de estabilidad operacional fueron realizados midiendo la actividad hasta el 
mdximo rendimiento, lavando exhaustivamente 10s sol-geles luego de cada uso y liofilizando 10s 
mismos para extraer de esta forma el agua de hidratacidn. La resistencia mecdnica de 10s 
materiales asi como la actividad de 10s mismos puede verse afectada por el proceso de 
liofilizacion, por lo que se decidio evaluar el efecto del secado de 10s sol-geles en la estabilidad 
operacional (Figura 6.4). Los biocatalizadores fueron almacenados, entonces, en soluci6n 
amortiguadora luego de ser medida su actividad, para su posterior uso. Se observ6 que 10s 
sistemas almacenados de esta manera mostraron mejor estabilidad operacional que 10s lioflizados. 
Este efecto puede ser explicado por la desintegracidn parcial de 10s soportes generada por la 
contracci6n/expansi6n que acompafia el secado y rehidratacidn de 10s mismos con el proceso de 
I r liofilizaci6n. 
Una manera de aumentar la resistencia mecenica de 10s sol-geles de 
quitosano/THEOS/PPM es realizar un recubrimiento, por ejemplo con agar. Esto se realizo por 
inmersi6n de 10s mismos una soluci6n 2.5 % de agar a 500C para rdpidamente sumergirlos en 































probablemente debido a restricciones difusionales en el caparaz6n de agar, la disminucibn de la 
actividad relativa entre el primer y quinto uso fue rnenor en cornparacidn con el que no presenta 
recubrirniento (Figura 6.4). 
1 2 3 4 5 
No reusos 
a 0.4% ouit. liofilizado 0.4% quit. sin liofilizado 
0.4% quit. con recubrimlento de agar 
Figura 6.4. Actividad de 10s sol-geles con 0.4 % de quitosano, con y sin secado y con recubrimiento de agar 
6.2.2.3- Co-inmovilizacion de las enzimas PPM v PNP en sol-aeles hibridos de auitosano 
y silica 
Finalrnente, se analizo la co-inrnovilizacibn de la PPM y PNP utilizando sol-geles basados en 
el precursor THEOS con el agregado de 0.4 % de quitosano. La co-inrnovilizaci6n dio por resultado 
un biocatalizador activo, sobre el cud fue evaluada la estabilidad operacional del sisterna 
enzirn6tico inrnovilizado, observOndose sorpresivarnente que el rnisrno no perdi6 actividad 
significativa hasta el sexto re-uso (Figura 6.5A-), lo que es rnarcadarnente diferente de la 
inrnovilizacion de la PPM, dejando a la enzirna PNP en soluci6n. 
Cabe destacar que no se observo disrninucidn en el valor de la actividad de 10s sol-geles en 
10s cuales se ha atrapado sirnult6nearnente la PPM y la PNP, luego del alrnacenarniento del misrno 
por dos rneses a 4 "C, rnostrando una elevada estabilidad en el tiernpo, a diferencia de la enzirna 
soluble, en la cual se observ6 una rnarcada disrninuci6n de la actividad luego del alrnacenarniento. 
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Figura 6.5. A- actividad de 10s sol-geles de PPM+PNP contra el numero de reusos. B- perfil de actividad 
contra pH de las enzimas co-inmovilizadas y de las enzimas libres. 
Finalmente, se cornpararon 10s perfiles de actividad contra pH de 10s sol-geles de 
PPM+PNP y 10s de las enzirnas en soluci6n (Rgwa 6.55). Arnbas curvas resultaron ser bastante 
sirnilares, observdndose un desplazamiento del pH 6ptimo a condiciones rnds bdsicas (pH 9 para la 
enzirna en solucicin y pH 10 para el sisterna inmovilizado). Esto concuerda con 10s reportes 
obtenidos que rnuestran que la uni6n de la enzima a soportes polianicinicos (dado que la silica se 
encuentra en mayor proporci6n que el quitosano) resulta en desplazamientos del pH 6ptimo a 
rnayores valores. 
Debido a estos resultados satisfactorios se decidi6 evaluar el rendimiento de la slntesis de 
guanosina con las enzirnas co-inrnovilizadas. Corno se ha descripto en el capitulo 5, la 
biotransforrnaci6n de guanina en guanosina se encuentra limitada por la baja solubilidad de la 
base en agua. Debido al desplazamiento del pH 6ptimo del sistema inrnovilizado a pHs rnds 
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del biocatalizador inmovilizado, correspondi6 al sistema co-inmovilizado, en comparaci6n con la 
enzima PPM inmovilizada. Para la reacci6n modelo de sintesis de inosina, se alcanzd un alto 
rendimiento en tiempos cortos, siendo lo m6s relevante que no se observa perdida de aaividad 
hasta el septimo uso del mismo. 
Por irltimo se trabaj6 con mayores concentraciones de sustrato, demostr6ndose que 
pueden utilizarse concentraciones de hasta 30 mM con buenos rendimientos a tiempos cortos. 
A nuestro leal y saber entender, este el primer reporte de la inmovilizaci6n de la PPM. 
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Ca~itulo 7 
Estudio estructural y funcional de la PPM de E. coli 
Obietivos v resumen 
Los principales objetivos de este capftulo son la elucidacidn estructural de la enzima expresada 
en nuestro laboratorio (PPM de E. coli), la determinacidn del sitio activo de la misma y el mod0 de 
unidn de 10s ligandos. Esto se llevd a cab0 con el objeto de: 
Comprender el mecanismo bioldgico fundamental de la PPM y 10s modos de unibn de 10s 
ligandos al sitio activo de la enzima. 
Proyectar un disefio racional de mutantes, con el objeto de aumentar la estabilidad de la 
enzima, ampliar su perfil de pH y la especificidad de 10s sustratos 5-fosfato. Esto dltimo 
permitiria la sintesis biocatalizada de nuevos nucledsidos modificados en el azircar. 
La prediccidn de las propiedades fisico-quimicas de la enzima. Esto posibilitard, en un 
futuro, evaluar la distribucidn de cargas y 10s residuos expuestos al solvente, permitiendo 
una seleccidn mds racional de la metodologia de inmovilizacidn. 
Para la consecucidn de 10s objetivos antes mencionados, se precis6 predecir el complejo 
proteina-ligando. Para esto fue necesario llevar a cab0 tres pasos: (1) la elucidacidn de la 
estructura de la mol6cula objetivo (PPM), (2) la localizacidn de sitio de unidn a ligandos y (3) la 
determinacidn del mod0 de unidn. El primer paso fue realizado mediante metodologias de 
modelado por homologia. La localizacidn del sitio de unidn a ligandos fue llevado a cab0 
computacionalmente (por software especificos para dicha tarea), y a su vez, por comparacidn con 
las regiones aminoacidicas conservadas en diversos miembros de la familia de las 
fosfopentomutasas y de enzimas relacionadas. El irltimo paso involucrd la aplicacidn de algoritmos 
de acoplamiento molecular (docking) incluidos en la el programa Autodock (versidn 4.0.). 
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7.2 Resultados v discusiones 
7.2.1 Elucidacibn estructural de la P~~!~Gf ie ' r=k i 'wr  homoloda. 
' 'i. 
- , .c- 
El modelado de una proteina por homologia es un metodo que permite predecir la 
estructura terciaria (3D) de una protelna deseada (target) conociendo su secuencia de 
aminodcidos (estructura primaria) y la estructura terciaria de una homdloga (templado) resuelta 
por rayos-X o RMN. Este metodo aprovecha las similitudes de secuencias de aminokidos y las 
similitudes estructurales entre proteinas, construyendo una estructura tridimensional para la 
secuencia incdgnita, usando 10s datos de estructuras tridimensionales conocidas de otras 
proteinas, cuyas secuencias de aminodcidos guardan similitud con la secuencia incdgnita. El 
modelado por homologia se realizd siguiendo la metodologfa habitual que, en general, consta de 
cuatro pasos. El primer paso llevado a cabo fue la bljsqueda del templado adecuado. El segundo 
paso fue el alineamiento de las secuencias (target-templado). El tercer y cuarto paso fueron el 
modelado de la proteina y su refinamiento por diversas metodologias respectivamente. 
El correct0 alineamiento de la secuencia a ser modelada con la de la estructura del 
templado es el requerimiento mds importante en modelado por homologia. La identificacidn de 
las secuencias homdlogas a la de la secuencia de la PPM y el alineamiento mliltiple de las mismas 
se obtuvo por medio del servidor denominado HHpred server (Homology detection & structure 
prediction by HMM-HMM comparison),' aplicando 10s pardmetros por defect0 y eligiendo las 
bases de datos del PDB (Protein Data Bank) y SCOP (Structural Classification of Proteins). 
Como material inicial de trabajo se empled la secuencia aminoacidica de la PPM (407 aa) 
con nlimero de acceso POA6K6 en la base de datos UNIPROT (Universal Protein Resource). A partir 
de dicha secuencia se identificaron las proteinas homdlogas con mayores porcentajes de similitud 
de estructuras resueltas en la base de datos PDB y SCOP mediante una bljsqueda utilizando 
perfiles de modelos ocultos de Markov (profile HMMS)~. Este algoritmo de busqueda se basa en la 
comparacidn de secuencias con modelos estadisticos que describen una familia o patrdn de 
secuencias. Asimismo, se ha demostrado que el uso del algoritmo empleado por el servidor 
HHpred brinda alineamientos de elevada calidad. El alineamiento mliltiple obtenido se muestra en 
' .i > rj-r 
la Figura 7.1. 7 '  " '  :: . ;-. , 
n! 3 ,  k- 
1 %ding, J.; Biegert, A.; Lupas, A; Nuckic Acids Research, 2005,33; W244 
'Wing, J.; BIOINFORMATICS, 2004,21,951 
a 
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Phosphopentornutase [Streptococcus rnutans (2i09-A)] 
Probab=100.00 E-value=O Score=357.34 Aligned-cols=118 Identities=43% 
2.3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutare [Bacillus stearotherrnophilus (1098-A)] 
Probab=99.83 E-value=1.6e-20 Score=196.36 Aligned_cols=l29 Identities=24% 
Figura 7.1. Alineamiento mditiple de secuencias por HHpred. 
La Figura 7.1 muestra en primer lugar una lista de barras de colores, que indica las 
posiciones y codigos de color de 10s templados hallados, que comparten con la proteina target una 
probabilidad de ser un verdadero positivo mayor al40% (estos se denominan aciertos). El color de 
las barras varia segrjn la importancia de 10s aciertos, desde el rojo (muy importante) siguiendo con 
el naranja, amarillo, verde, cian hasta el azul (poco significativo). Luego el servidor provee una lista 
de estos templados o aciertos, en la cual se indica para cada uno de 10s aciertos hallados el valor 
.de probabilidad anteriormente citado, el E-value o valor esperado, que refleja el nivel de fiabilidad 
de cada acierto (bste indica el nljmero de falsos positives con una mejor puntuacibn que el 
templado en cuestion), el score o puntuacibn, que se calcula comparando la distribucibn de 
aminodcidos entre el target y el templado, y finalmente el porcentaje de identidad. En la figura 7.1 
sblo se muestran 10s valores representativos de 10s templados con mayor porcentaje de 
probabilidad. 
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Cabe remarcar que se observa una elwada similitud entre diversas proteinas en la zona de 
10s aminodcidos 250 a 400 (Figura 7.1). tfste es el dominlo de unidn a metal, que se encuentra 
altamente conservado en diversas familias de metaloproteinas, como se discutird mds adelante en 
este capitulo. - 
De esta forma, se identified una proteina de la familia de las PPMs en la base de datos PDB 
(PDB 2i90-A) que comparte un 43 % de identidad con la secuencia de la PPM de E. coli, y su 
estructura de rayos X fue utilizada como estructura templado (resolucibn de 2 A). 
Se conoce que la precisibn de 10s rnodelos obtenidos por homologia es altamente 
dependiente del grado de similitud entre las secuencias de la proteina target y la correspondiente 
al templado. Como se observa en la Figuea 7.2, a mayor porcentaje de similitud entre las 
secuencias analizadas, menor serd el valor de la desviaci6n estdndar cuadr6tica media (RMSD) de 
la posicidn de 10s carbonos a del esqueleto proteico. Usualmente, el modelado de proteinas 
basado en templados que comparten un porcentaje de identidad de secuencia mayores a140 % a 
la secuencia target, genera modelos que poseen la estructura global y el plegamiento proteico 
correctos3. 
Figura 7.2. Representacidn de la variacidn en lor valores de RMSD con el porcentaje de similitud entre 
secuenciw. 
Una vez obtenido el templado (PDB 2i90-A) alineado correctamente con la secuencia de la 
PPM, se procedid a la construccidn del modelo (tercer paso). Para esto, se utilizd el programa 
MODELLER (versidn 4.0), utilizando el templado seleccionado previamente. El  irkimo paso llevado 
a cabo para la elucidacidn del modelo de la PPM mediante la metodologia de modelado por 
Kauffman, C.; Rangwala, H.; Karypis, G. CSB 2008:Stonford Univenily: improving homology modelsfor protein-ligand 
binding site, Peter Markstein ( Imperial College Press), 2008, ISBN: 1848162634 
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homologia consistid en la evaluacidn de la calidad del modelo obtenido y su posterior 
refinamiento. En la Figura 7.3A1 se muestra la estructura de cinta del modelo obtenido por el 
programa MODELLER, en la cual se muestra la conformacidn de la cadena polipeptldica y el patrdn 
de plegamiento global de la cadena. 
Figura 7.3.4 Modelo de la PPM generado por MODELLER utilizando como templado la fosfopentomutasa de 
streptococcus mutants. B, Representaci6n de la calidad del rnodelo por Verify3D 
Con el objeto de evaluar la calidad del modelo de la PPM generado, en primer lugar, se 
compararon 10s gr6ficos de Ramachandran del templado con el del modelo. Esta comparacidn 
mostrd que la mayoria de 10s amino6cidos se encontraron en las conformaciones posibles de las 
cadenas polipeptidicas (95%), similar al grdfico de Ramachandran del templado utilizado. 
Asimismo, como se observa en la Figura 7.38, la representacidn de la calidad del modelo obtenido 
por el programa Verify3D confirma que la estructura de la PPM obtenida por el programa 
MODELLER es un modelo razonable. En esta representacidn se observa que todos 10s amindcidos 
poseen puntuaciones mayores a 0 (el Area rosa remarca las puntuaciones menores a 0, Figura 
7.38), indicando una alta compatibilidad secuencia-estructura. 
Finalmente se debid realizar el refinamiento del modelo obtenido. Uno de 10s 
refinamientos que debid realizarse fue la incorporacidn de 10s Stomos metdlicos (manganese) al 
sitio activo de la enzima, debido a que el modelo generado no 10s incorporaba. Para lo cual se 
realizo un estudio bibliogrifico y secuencial en primera medida, con el objeto de 
aproximadamente localizar el sitio de union a metal en dicha proteina. 
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Galperin et a14 han realizado un anilisis de la conservacidn aminoacldica en las secuencias 
de diversas familias de enzimas. En esta publicacidn se ha encontrado que las secuencias de las 
enzimas pertenecientes a la familia de las PPMs muestran similitudes significativas con secuencias 
de enzimas de la familia de la fosfatasa alcalina (AP) y con otras familias de enzimas, tales como la 
familia de las sulfatasas, y diversas transferasas e hidrolasas, que acttlan sobre sustratos similares 
(carbohidratos fosfatados). Estas similitudes incluyen una elevada conservacidn de 10s residuos del 
sitio de unidn a metal de sus centros activos, y mecanismos catallticos similares. Estos hallazgos 
sugieren para 10s autores, que estas familias de proteinas pertenecerian a una superfamilia de 
enzimas, denominada la superfamilia de la fosfatasa alcalina. 
En el mismo estudio se observd una absoluta oonservacidn de 10s residuos del sitio de 
unidn a metal en dos familias, la familia de las PPMs y otra familia de enzimas denorninada 2,3- 
bifofosglicerato mutasas independientes (iPGMs) que catalizan la isomerizacidn de 2- y 3- 
fosfogliceratos (2-PGA y 3-PGA). Ambas familias de enzimas poseen un requerimiento absoluto de 
dos iones manganeso para su actividad, a la vez que cornparten la misma actividad y poseen una 
elevada conservacidn estructural, como se observa en la Figun 7.4C. Estas similitudes son de 
elevada utilidad, debido a que todavia no se dispone de suficiente informacidn de las PPMs a nivel 
estructural, per0 existe una gran cantidad de informacidn estructural y funcional sobre las IPGMs. 
Por lo tanto, a fin de completar el maddo de la estructura target se precis& incorporar 10s 
dos iones metdlicos en el sitio de unidn a metal. En primer lugar, con el modelo aproximado en 
mano, se encontraron sin ambiguedad 10s residuos que formaban parte de dicho sitio en la PPM 
por comparacidn entre las secuencias de la PPM y divenas miembros de la familia de la iPGM (10s 
aminodcidos que forman parte del sitio de unidn a metal en 10s miembros de la familia 
previamente citada, han sido estructuralmente identificados) debido a la absoluta conservacidn de 
10s mismos. Los aminodcidos que forman parte de este sitio en la enzima PPM son: Asp 8, Asp 345 
y His 346, esta triada de residuos une a uno de 10s iones manganesos y Asp 304, His 309 y His 357, 
que coordinan al segundo idn del mismo metal. 
*Cialperin, M.; Bairoch, A.; Koonin, E.; Protein Sdence, 1098,7,1829 
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Figura 7.4. A) Superposici6n del sitio de uni6n a metal de la PPM e IPGM antes del refinamiento de la 
estructura mediante simulaciones de dinemica molecular. 0) Superposici6n del sitio de uni6n a metal de la 
PPM e IPGM posterior al refinamiento de la estructura mediante simulaciones de dinemica molecular. C) 
Superposici6n estructural de la PPM e IPGM (magenta: PPM, celeste: IPGM). 
Luego, se afiadieron manualmente ambos manganesos en el entorno de 10s residuos 
anteriormente citados, en posiciones similares a las descriptas para la proteina iPGM, 
superponiedo ambos sitios (Figura 7.44. En particular se trabaj6 con una enzima de la familia de 
las fosfoglicerato mutasas, que ha sido exitosamente cristalizada (iPGM de bacillus 
Stearothermophillus, PDB 1098)~ su estructura cristalogrdfica de rayos X de sus complejos con 2- 
PGA y EPGA determinada y que ademds presenta un elevado porcentaje de similitud entre 
secuencias con la PPM en estudio. En la Figura 7.4A se muestra la superposicidn del sitio de uni6n 
a metal de las dos enzimas (PPM (verde), iPGM (amarillo)), esto ayud6 a localizar a 10s dos iones 
metdlicos aproximadamente en las cercanias de dicho sitio. Una vez aproximadamente ubicados 
dichos iones, se optimizo la geometria del modelo, en primer lugar utilizando el campo de fuerzas 
proporcionado por AMBER para luego finalizar la optimizaci6n por dindmica molecular. 
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En la Figura 7.48 se muestra la superposicidn del sitio de unidn a metal de las enzimas 
citadas previamente, posterior al paso de optimizacih y dindmica molecular, con el objeto de 
evaluar la factibilidad de dicha optimizacidn. En esta figura se observa la conservacidn de la 
estructura global del sitio. Asimismo se calcularon las distancias metal-ligando, para el caso 
particular del aminodcido histidina, se calcularon las distancias N-Mn, mientras que en el caso del 
aminodcido aspartato, las distancias 0-Mn, obtenihndose valores similares a las distancias 
promedio calculadas por el servidor MESPEUS (Metal sites in proteins) (Tabla 7.1). 
PPM (post dindmka mduular) Media (MESPEUS) 
Tabla 7.1. Distancias Mn-ligando medias y experimentales. 
7.2.2 Localizaci6n del sitio de uni6n. 
Un prerrequisito para el acoplamiento molecular o docking de pequeiios ligandos es la 
determinacidn del sitio en el cual el ligando interactira con la proteins. Tales sitios de unidn a 
sustrato generalmente se localizan en cavidades o hendiduras en la superficie de las proteinas. La 
determinacidn de estas cavidades es por lo tanto un pgso importante en el estudio del mod0 de 
unidn de la PPM con ligandos. 
Para esta determinacidn se explotaron las similitudes, tanto estructurales como 
funcionales, entre Ias proteinas de la familia de Ias PPMs y las iPGMs. En particular, como se citd 
previamente, se estudid la enzima iPGM de boclllus Stebrothermophillus debido a su elevado 
porcentaje de similitud y, tambien, a que ha sido resuelta su estructura por difraccidn de rayos X. 
La estructura de esta enzima se compone de dos dominios, denominados fosfotransferasa y 
fosfatasa, a cuenta de sus respectivos roles en la catdlisb (ambos dominios poseen una topologia 
alp, asi como 10s dominios correspondientes de la PPM). 10s residuos del sitio de unidn a ambos 
sustratos (2-PGA y 3-PGA) y a ambos iones manganesos estdn localizados en una hendidura 
situada entre 10s dominios. La localizacidn del sitio activo en una interfase entre dominios es 
caracteristica de muchas enzimas. El grupo fodato del sustrato, asi como 10s dos iones manganeso 
interactlian principalmente con el dominio fosfatasa, que contiene un residuo esencial para la 
a 
a 
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actividad enzimdtica, Ser 62, mientras que el carbohidrato del PGA interactua sdlo con el dominio 
transferasa. En reportes anteriores5, se realizd una comparacidn estructural de las iPGMs con la 
superfamilia de la fosfatasa alcalina mostrdndose que estas enzimas poseen una estructura bdsica 
comun y una localizacidn similar del residuo esencial conservado en todos 10s miembros de la 
superfamilia, pudiendo ser tanto Ser, Cys como Thr y dos iones divalentes (que pueden ser ademds 
de manganeso, niquel, cobalto, etc.) en sus sitios activos. 
Se demostrd en el mismo estudio, que este residuo era esencial para la actividad. Con este 
objetivo se sobreexpresd y cristalizd una enzima mutante (S62A), en la cual se intercambid el 
residuo serinico 62 por alanina. Esta mutante no mostrd actividad mutasa. Asimismo, se demostrd 
que la enzima mutada perdia la capacidad de unir a uno de 10s iones manganeso, comprobdndose 
de esta forma, que 10s residuos del sitio de unidn a metal, eran insuficientes para la uni6n del 
metal al centro activo. 
El mecanismo catalltico propuesto para esta enzima involucra la formacidn de un 
intermediario fosforilado (E-P). El ion manganeso juega un rol esencial en el mecanismo, a travbs 
de la coordinacidn de tanto el sustrato como el product0 de la reaccidn, asi corno, del 
intermediario fosfoserinico. Se ha propuesto que el dominio fosfatasa es responsable de la 
actividad fosfatasa de la reaccidn catalitica mientras que el dominio transferasa contribuye a la 
reorientacidn del glicerato del 10s PGA (2- y 3-) y es el responsable de la transferencia del grupo 
fosfato al glicerato reorientado6. 
En la Figura 7.4C se muestra la superposicidn estructural de las dos enzimas previamente 
citadas (PPM y iPGM). Asimismo, se realizd la superposicidn de las estructuras de diversas PPMs e 
iPGMs, utilizando el servidor denominado DALl (datos no mostrado) observdndose que todos 10s 
miembros de las familias analizadas contienen dos dominios distintivos, formando una hendidura 
entre ambos, sugiriendo este hecho la misma localizacidn del sitio activo. Se vio que en todas las 
proteinas estudiadas, la orientacidn de ambos dominios era la misma. A su vez, como se citd 
previamente, 10s seis residuos involucrados en el sitio de unidn a metal se encuentran 
completamente conservados. 
Con lo mencionado anteriormente, se puede concluir que la informacidn mecanistica y 
estructural de las iPGMs es relevante para la investigacidn funcional y estructural de la PPM en 
cuestion. Considerando la informacidn estructural de la iPGM, se puede proponer que la enzima 
' ~ i ~ d e n ,  D.; Lamani, E.; Mello, L; Liilejohn, J.; Jednejas, M.; I. Mol. Biol., 2003,328,909 
'chander, M.; Setlow, P.; Lamani, E.; Jedrzejas, M.; lournal of Structural Biology, 1999,126,156 
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PPM posee tambien estos dos dominios, el dominio fosfatasa (conservado en todos 10s miembros 
de la superfamilia de la fosfatasa alcalina) y el dominio transferasa (d l0 presente en estas dos 
familias de enzimas), que unirla a la ribosa y desoxirribosa; y a su vez que el sitio adivo de la 
enzima estaria localizado en la hendidura entre ellos, ad como se describid para las iPGMs. 
Con el objeto de confirmar estas suposiciones, se ha estudiado a la vez el sitio de unidn a 
sustratos utilizando un software denominado LIGsITE~. tste es un programa desarrollado para la 
deteccidn automdtica y eficiente de hendiduras en la superficie de las proteinas, las cuales podrian 
actuar como sitios de unidn para pequeRos moleculas de ligando. Utiliza el algoritmo de Levitt y 
~aznack~, generando grillas cartesianas y calculando la accesibilidad a solvente en cada punto de la 
grilla. Como se muestra en la Figura 7.5A, la hendidura calculada se encuentra localizada en la 
cavidad situada entre ambos dominios, como se supuso previamente por comparacidn estructural 
y funcional entre las proteinas PPM e iPGM. 
Por riltimo, se estudid tambien la conservaddn minoacidica entre las secuencias de varios 
miembros de la familia de la PPM. Se escogieron para este estudio de alineamiento de secuencias, 
las PPMs de 88 orlgenes bacterianos diversos con una redundancia secuencial menor a190 % y de 
similar peso molecular. En la Figura 7.58 se muestra la localizacidn de 10s residuos total y 
fuertemente conservados cercanos al sitio activo propuesto (se exduyeron, para este estudio, 10s 
residuos conservados lejanos a la hendidura entre dominios). Se concluy6 que esta cavidad se 
encuentra altamente conservada entre 10s mlembros de la familia de las PPMs, confirmando la 
hipdtesis planteada en este capitulo, acerca de la localzacidn del sitio activo de la PPM en la 
hendidura entre 10s dominios fosfatasa y fosfotransferasa. 
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F@ra 7.5. A) Modelo de cintas de la PPM, en el cual se resalta en rojo el sitio de uni6n a sustrato obtenido 
por el servidor LIGSITE. 0) Modelo de cintas en el cual se resaltan 10s residuos conservados pr6ximos al sitio 
de uni6n propuesto, obtenido por alineamiento de secuencias de 88 PPMs. 
Como se describio previamente en este capffulo, el estudio realizado por Schein et a18 
basado en el alineamiento de secuencias de diversos miembros de la superfamilia de la fosfatasa 
alcalina utilizando PSI-BLAST, permiti6 hallar 10s residuos conservados del sitio de unidn a metal en 
todos 10s miembros de la superfamilia, asi como la localizacidn de 10s residuos Ser, Cys o Thr, 
esenciales para la uni6n del fosfato a la enzima. De acuerdo a esta publicaci6n no se pudo 
identificar, en el caso de la PPM, este residuo sin ambiguedad, per0 fue tentativamente predicho a 
partir del alineamiento de las estructuras secundarias como el residuo Thr 28. Con el modelo de la 
PPM en mano, se intent6 confirmar dicha prediccidn. Como se muestra en la Figura 7.6, por 
comparaci6n entre la estructura de la PPM (modelo) con la correspondiente de la IPGM de bacillus 
Stearothermophillus, el residuo propuesto se encuentra lejos del sitio de unidn a metal. En lugar 
de este residuo, se propone la Thr 96 como residuo esencial para la unidn del fosfato (Fiura 
7.68). Esta asunci6n ser6 verificada experimentalmente en trabajos futuros, sobreexpresando una 
mutante (generada por mutagdnesis dirigida) en la cud1 dicho residuo sea eliminado o 
intercambiado. 
' Chen, D.; Menche, G.; Power, T.; Sower, 1.; Peterson, 1.; Schein, C.; PROTEINS: Structure, Function, and Genetics, 2001, 
45,318 
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Figura 7.6. A) Sitio activo de la IPGM. 0) Siio adivo parclal de la PPM (Azul: sitio de unl6n a metal, rosa: 
otros residuos del sitio activo, rojo: residuo esencial para la uni6n a fosfato, amarillo: sustrato) 
7.2.3 Determinacidn del modo de unun, 
La determinacidn del mod0 de unidn de Iigandos dentro de la estructura de la PPM, que 
podria llevar al diseiio de nuevos sustratos para la reaccidn transferasa, es desafiante por dos 
motivos. El primer0 es el uso de un modelo generado por la metodologfa citada en la primera 
seccidn, esto es, por modelado pot homologla ,para el experimento de acoplamiento molecular o 
docking. 10s modelos asi generados, en general, presentan menores precisiones que 10s obtenidos 
a trav6s de determinaciones estructurales por rayos X o RMN. El segundo refiere a las dificultades 
inherentes al docking de pequefios ligandos en estrudwar de metaloprotelnas. 
En el primer caso, se han publicado un gran n6mero de estudios del uso de modelos de 
proteinas generados por la metodologia de modelado por homologia para realizar experimentos 
de dockingg. Estos estudios muestran que la performance de 10s c4lculos de docking es altamente 
dependiente de la representacidn de la proteins. Los modelos obtenidos por modelado por 
homologia con similitudes de secuencias entre 3096 y 50% son considerados de moderada 
precisidn. Estos modelos pueden ser utilizados directarnente para 10s experimentos de docking de 
pequeiias moldculas si son construidos y refinados mediante simulaciones de dinemica molecular, 
o si se considera, en 10s experimentos, la flexibilidad de la proteinaiO. Para la consecucidn de 10s 
objetivos planteados, se consider6 que el modelo refinado por dlndmica molecular obtenido en la 
a) Thome, K.; Bak, S.; Olsen, C.; Imberty, A,; Breton, C.; Mfler, 8.; Plant PhysM., ZOM, 139,664 ,b) &a, B.; Hcrkm, 
D.; Bad, E.; Guilbu, C; I. Md. Model., 2006, 12,366 ,c) Radestcdc, 5.; Weil, T.; Renner, S.; I. Chem. Inf. Model., 2OOB, 
48,1104 ,d) Schafferhans, A.; Klebe, 6.; 1. Mol. Biol., 2001,307,407 
10 Krovat, E.; Steindl, T.; Langer, T.; Current Computerdidcd Ckug asipn, =,I, 93 
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primera seccidn de este capitulo es lo suficientemente precis0 para la determinacidn aproximada 
del mod0 de unidn de ligandos a la PPM. 
En el segundo caso, el docking de moldculas en sitios activos que contengan uno o rnds 
metales es muy desafiante, como se ha mencionado anteriormente, debido a las mrSltiples 
geometrias posibles de coordinacidn y asimismo debido a la falta de pardmetros de campos de 
fuerza suficientemente precisos para las interacciones ligando-metal. Ademh, no es directa la 
inclusion o no de molCculas de agua en el sitio activo de la enzima. Ciertas molCculas de agua 
discretas pueden mediar la unidn del ligando a la enzima, o pueden directamente participar como 
una molCcula de co-sustrato en la catdlisis junto con 10s metales. Se decidid en primera instancia 
explorar el mod0 de unidn removiendo todas las moldculas de agua de la estructura de la PPM 
optimizada, como recomiendan muchos manuales de docking". Con respecto al tratamiento de la 
coordinacidn del metal, se sabe que 10s programas actuales que realizan experimentos de docking 
son deficientes en este particular caso. En estudios anterioresn se ha comparado la performance 
de diversos programas de docking, mediante experimentos de acoplamiento molecular de 
sustratos llevados a cabos sobre sitios activos de metaloproteinas. El resultado de estos estudios 
mostrd que el programa denominado AUTODOCK era el rnds confiable para este tipo de 
experimentos. A la vez, el programa AUTODOCK es uno de las herramientas de docking accesibles 
rnds fiables en la actualidad, siendo esta eficiencia debida al uso de un algoritmo gendtico y a 
funciones de puntuacidn (scoring) que. incluyen diversos pardmetros (energias de 
dispersidn/repulsidn, cardcter directional de 10s puentes de hidrdgeno, potenciales electrostdticos 
couldmbicos basados en el campo de fuerzas AMBER, un tdrrnino de solvatacidn basado en 
volumen, y una suma ponderada de 10s grados de libertad torsionales para estimar el costo 
entrdpico de la unidn). Estos pardmetros asi como la posibilidad de utilizar tanto torsiones 
flexibles como rigidas para 10s ligandos durante el procedimiento llevado a cab0 con el programa 
AUTODOCK, hacen de 6ste una herramienta apropiada para el propdsito de este capitu10~~. 
11 Pospisil, P.; Folkers, G.; FABAD I. Phorm. Sci., 2004,29,81 
" Chen, D.; Menche, 6.; Power, T.; Sower, L.; Peterson, J.; khein, C.; PROTEINS: Structure, Function, and Bioinfamatics, 
2007,67,593 
'3 Cornell, W.; Cieplak, P.; Bayty, C.; Could, I.; Men, K.; Ferguson, D.; Spcllmeyer, D.; Fox, T.; Caldwell, J.; Kdh,  P.; I. 
Am. Chem. Soc., 1995,117,5179 
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7.2.3.1. Estudios ~reliminares en sistemas conocidos. Evalwcidn de la caraa del metal y 
Be la eficiencia de 10s ex- en m a o ~ r o t e i n a s  utilizando 4 
proarama AUTODOCK. 
Se conoce que alterar la carga de 10s iones metdlicos afecta en gran medida las 
puntuaciones (scores) globales de 10s experimentos de docking realizados utilizando el programa 
AUTODOCK'. Con el objeto de investigar el efecto de la carga de 10s iones manganeso en la 
precisidn del experimento de acoplamiento molecular, se evalud en primer lugar el docking del 
sustrato 2-PGA en el sitio activo de la iPGM variando la carga del metal. Se utilizd para este ensayo 
la estructura cristalina del complejo proteinaligando (IPGM-2-PGA) que fue obtenido de la base 
de datos PDB (PDB 1098). El experimento de docking del 2-PGA en el sitio activo de la iPGM fue 
realizado con el programa AUTODOCK (version 4.0). 
Se utilizd la interfaz grAfica, AUTO DOCK TOOLS'^ para afiadir hidrdgenos polares y cargas 
parciales a la proteina y a1 ligando. Los parhmetros diversos para el Qito del experimento de 
docking se fijaron con las herramientas ADDSOL y AUTOTORS y se describen, asi como las 
condiciones experimentales empleadas para el ensayo, en la secci6n de materiales y miitodos. La 
carga del manganeso fue aiiadida manualmente directamente sobre 10s archivos pdbq generados 
por estas herramientas. Se realizaron dos ensayos variando la carga del manganeso de +1 a +2. 
Una vez generada la grilla de afinidad utilizando el programa auxiliar AUTOGRID, se realizd el 
experimento de docking utilizando el algoritmo gedtido kibrido de bdsqueda local (GA-LS). Las 
conformaciones resultantes del experimento de docking fueron agrupadas en clusters o familias 
con modos de unidn similar, con una tolerancia entre grupos de la desviaci6n cuadr6tica media 
(RMSD) de 2 A. La eficiencia del experimento fue medida basada en la RMSD de 10s sustratos 
obtenidos por el experimento de docking relatives al obtenido experimentalmente. 
l4 Sanncr, M.; Duncan, B.; Carrillo, C; Olson, A; Poc. Symp. Mcmput,, 11)), 401 
- Capitulo 7 - Estudio estructural y funcional de la PPM de E. coli 
Conformaddn experimental 
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Figura 7.7. Efecto de la carga del idn manganeso en la precisldn del experiment0 de docking. 
Asimismo se analizaron las distancias Mn-0-P y Mn-Ser62 (Figura 7.7) .En la TaMa 7.2, se 
muestran 10s resultados de un reporte publicado por otros autores, en el cual se calcul6 el 
promedio de las distancias entre el metal y el grupo fosfato del ligando (Mn-0 y Mn-P) en 
metaloproteina~~~. En este estudio se caracteriz6 la geometrla de la uni6n proteina-metal-fosfato 
utilizando informaci6n estructural derivada de todas las estructuras depositadas en la base de 
datos del Protein Data Bank. Se seleccionaron para este ensayo, las estructuras con una resoluci6n 
de 2.8 A o mejor, para validar 10s resultados obtenidos en 10s experimentos de docking. 
Distanchr media Mn - 0- (A) 1.W 
TaMa 7.2. Distancia media entre 10s iones manganeso y el grupo fosfato en metaloproteinas. 
Como se observa en la Fiiura 7.7, basados en 10s valores de RMSD, la conformaci6n del 
ligando que brind6 el mejor resultado (el de menor RMSD), se encontr6 proxima a la posici6n 
determinada experimentalmente en la estructura cristalina del co-cristal 2-PGA-IPGM, en ambos 
casos estudiados, o sea, con el manganeso de carga +l y +2. Sin embargo, la conformaci6n de 
mayor energia en m6dulo (best docked energy) no coincidi6 con la conformaci6n de menor RMSD 
(10s valores de RMSD de las conformaciones de mayor energia en m6dulo se indican al pie de 
cuadro). No obstante las dos conformaciones en ambos casos, no ditieren significativamente y 
15 Harding, M; Acta Cryst., 2006, D62,678 
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ambas cumplen con el criterio de "&xito" destripto en Iiteraturas, que indica una diferencia 5 2.4 
A de RMSD entre las conformaciones obtenidas por el experimento de docking y las determinadas 
experimentalmente. Los valores obtenidos en 10s expetlmentos de docking variando la carga del' 
metal, no difieren significativamente, por lo que no se pudieron utilizar como pardmetro para la 
selecci6n de la carga 6ptima del metal para reallzar estos ensayos. A pesar del &xito logrado en la 
localizaci6n aproximada del sustrato en el sitio actlvro de la iPGM, el programa AUTODOCK 
posiciond al grupo fosfato mds cercano que lo esperada al i6n rnanganeso. En la tabla de la Figura 
7.7, se muestran las distancias manganeso-fosfato, calculadas a partir de las conforrnaciones 
obtenidas por 10s experimentos de docking realizados, asl como las calculadas a partir de la 
estructura del co-cristal determinada experimentalmente por rayos X. Las distancias Mn-0 y Mn- 
O-P calculadas a partir de las mejores conformadones obtenidas por 10s experimentos de 
acoplamiento molecular son menores a las medias asl como menores a las experimentales, 
indicando estos resultados, una sobreestimacidn de la interaccidn entre el manganeso y el grupo 
fosfato. Estas observaciones serdn discutidas en la siguiente secci6n de este capitulo. 
v 
Luego, se exploraron diversas condiciones experimentales en el andlisis de docking, 
utilizando como ligando ribosa 5-fosfato y el modelo de la PPM generado en las secciones 
anteriores. El primer pardmetro analizado fue la carga en el i6n manganeso. Como se ha citado en 
la secci6n de materiales y m&todos el archivo PDB del ligando fue extraido de la base de datos 
depositada en el RCSB PROTEIN DATA BANK y .se optimiz6 tanto su geometria como su carga 
utilizando el servidor Dundee PRODRG2. Con el objeto de confirmar la localizacidn del sitio activo 
propuesto de la PPM, se realiz6 un experimento denominado blind docking (corno se indica en 
materiales y mtitodos). Este ensayo implicd realizar el procedimiento de docking a toda la proteina 
sin imposicidn de un sitio especlfico de uni6n. Se seleccionaron las cargas del manganeso +l y +2 
nuevamente. Como se observa en la Figura 7.84 en ambos experimentos el sustrato fue situado 
lejos del sitio activo propuesto. En 10s dos experimentos realizados, el fosfato no present6 uniones 
de puente de hidr6geno con el residuo Thr 96, amindcido propuesto como esencial para la uni6n 
del grupo fosfato y, asimismo, no present6 interacci6n afguna con 10s iones manganeso. 
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dist MtMrrP (A) 2.48 248 2.57 
dht MwThr (A) 1 .a3 1.85 1.78 
Enqla (kul) -31.53 -17.1 4.43 4.24 4.72 
Figura 7.8. A) Docking de la ribosa 5-fosfato en la PPM fijando la carga del Mn" B) Docking de la 
ribosa 5-fosfato en la PPM fijando la carga del ~ n ' ~ .  Tabla) efecto de la carga del rnanganeso en 10s 
experirnentos "blind docking" de la ribosa 5-fosfato en el rnodelo de la PPM. 
Por esta raz6n se decidi6 realizar nuevos experimentos de acoplamiento molecular, 
fijando la carga del i6n manganeso en valores m8s elevados (+3, +5 y +7). En estos ensayos se 
observ6 que el ligando efectivamente se situ6 en el sitio activo esperado. Asimismo, se observ6 
que el grupo fosfato se ubicd cerca de 10s iones manganesos, formando uniones puentes de 
hidr6geno con el residuo Thr 96 (Figura 7.88). 
Luego se realiz6 un experimento de acoplamiento molecular imponiendo el sitio activo 
propuesto de la enzima, como se indica en materiales y mdtodos, fijando para dicho experimento, 
la carga del manganeso como se llev6 a cab0 en el estudio de blind docking (+I, +2, +3, +5 y +7). Se 
observd en estos casos (exceptuando cuando se fijo la carga del manganeso en +I), que las 
mejores conformaciones obtenidas (best docked energy) mediante estos experimentos, formaron 
uniones puente de hidrdgeno con el residuo Thr 96, y se situaron cerca de uno de 10s iones 
manganeso. Asimismo se obtuvieron mayores valores absolutos de energia de interacci6n que 10s 
obtenidos para el experimento realizado sin fijar el sitio activo de la enzima. Esto se debe a que 
una mejora en la resoluci6n de la grilla de afinidad permite una mejor evaluaci6n de las 
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interacciones ligando-proteina y en consecuencia aumenta el valor absoluto de la energia de 
interaccidn con respecto al ensayo "a ciegas". Sin embargo, cuando el experiment0 se llevd a cabo 
fijando la carga del metal en +1, sdlo algunas conformaciones se situaron en las proximidades del 
sitio activo propuesto, observdndose la conformacidn de mayor energia (en mddulo) lejos del 
mismo. 
Por este motivo se seleccionaron, para 10s experimentos de docking, las condiciones con el 
centro de la grilla localizado prdximo a1 sitio acthro propuesto de la PPM y fijando la carga del i6n 
rnanganeso en +2, como se indica en la mayoria de las publicaciones que describen el 
acoplamiento molecular de sustratos a metaloprotefnas que contienen cationes divalentes. 
En todos 10s casos estudiados, se observ6 la sobreestimacidn de la interaccidn fosfato- 
manganeso, rnostrando distancias menores que las esperadas entre el metal divalente y el grupo 
fosfato. Con estos resultados se puede concluir que el programa Autodock reconoce el sitio de 
unidn a manganeso en todas las simulaciones llwadas a cabo (except0 para el caso del Mn +I). Sin 
embargo parece ser que dogueo consistentemente a las conformaciones m6s cerca de 10s iones 
manganeso que lo esperado. Esto se puede atribuir a enores en la funcidn de puntuacidn 
energ6tica utiiizada por el programa, lo cual no es sorprendente considerando la falta de precisidn 
en 10s pardmetros dei metal. De hecho, ha sido reportado el mismo problema en sirnulaciones de 
acoplamiento molecular de divenos iigandos a metaloproteinas que contienen zinc en su sitio 
activo. En estos reportes se han mejorado los resultados obtenidos mediante la variacidn de la 
carga formal en 10s dtomos met6licos1 metodologia tambidn aplicada en este trabajo. 
AUTODOCK utiliza el mbtodo de Gasteiger-Marsili para el cdlculo de las cargas atdmicas, el 
mismo calcula las electronegatividades basadas en el grado de ocupacidn y valencia de 10s 
orbitales interaccionantes. Como resultado, las cargas de 10s metales &lo pueden asignarse con 
exactitud teniendo en cuenta las cargas en todos los dtomos vecinos y por lo tanto, cualquier 
variacidn manual en la carga atdmica debe ser reflejada en las cargas de 10s dtomos circundantes. 
Como esto no puede ser realizado adecuadamente con el programa actual, la adopcidn de cargas 
formaies como primera aproximacidn es probablemcnte la opcidn m h  segura hasta que se 
publique una nueva versidn del AUTODOCK mds efkiente. 
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7.2.3.3.- Ex~erimentos de dockina evaluando como liaando las furanosas 5-f- 
Una vez seleccionado el sitio de unidn del ligando para 10s experimentos de docking 
(centro de la grilla de afinidad) y la carga del metal, se realizaron experimentos de acoplamiento 
molecular con 10s sustratos conocidos de la PPM (desoxiribosa 5-fosfato, ribosa 5-fosfato y 
arabinosa 5-fosfato). Como no se conoce la preferencia diasteromfirica de 10s ligandos unidos a la 
estructura de la PPM, se precis6 realizar experimentos de docking tanto para 10s andmeros de las 
furanosas a como para 10s B, asi como para las formas aciclicas de 10s tres azucares fosfato. Se 
observ6 en todos 10s casos, que 10s sustratos se localizaron en el sitio de unidn propuesto 
anteriormente, formdndose uniones puente de hidrdgeno entre el fosfato y el residuo Thr 96. 
Asimismo el grupo fosfato se ha116 a la distancia esperada del i6n manganeso. Sin embargo, se 
observaron diversas orientaciones del resto sacdrido de 10s ligandos, agrupadas las mismas en 
clusters o grupos de conformaciones (RMSD c 2A). Se ha116 que 10s residuos comunmente 
involucrados en la interaccidn de 10s azucares fosfato con el sitio activo de la proteina fueron Asp 
171, Lys 257, His 346, Thr 96, Ser 304, Ser 305. Estos residuos se encontraron entre 10s residuos 
conservados dentro de la familia de las PPMs. Sin embargo, no se puedo observar un patr6n de 
selectividad unico entre 10s ligandos citados previamente, por comparaci6n de las energias de 
interacci6n brindadas por el programa de docking, probablemente debido a que la energla de 
union entre el grupo fosfato y el manganeso (de gran magnitud) enmascara pequeiias variaciones 
en la energia debido a las interacciones entre el resto carbohidrato del ligando y la proteina. En 10s 
tres casos estudiados la mejor energia de uni6n calculada por el algoritmo del programa de 
docking fue obtenida para el anomero B. 
Debido a la complejidad estructural de 10s ligandos (diversos epimeros) y la falta de 
informacion acerca de la actividad de la PPM utilizando como sustratos azucares 5-fofatos, se 
decidi6 realizar experimentos de acoplamiento molecular ensayando como sustratos las furanosas 
1-fofato. Se conoce que el anomero a es el sustrato para la reacci6n de transferencia del fosfato, y 
asimismo hay varias publicaciones donde se evalud la actividad de la PPM para varios azucares 1- 
fosfato. El  procedimiento para llevar a cab0 10s experimentos de docking fue el mismo que el 
citado previamente, evaluando en este caso la a-D-ribosa 1-fosfato (a-R-1-P), la a-D-desoxirribosa 
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1-fosfato (a-dR-1-P) y la a-D-arabinosa 1-fosfato (a.A-1-P). Se utilizaron 10s pardmetros por 
defecto, except0 por el numero de generaciones, evalwaciones de energia y corridas de docking 
(esto es el numero de conformaciones que el programa registra) que se fijaron en 100 en todos 10s 
casos (a diferencia de 10 que fue el numero de conformadones obtenidas en 10s casos descriptos 
anteriormente). El aumento en el numero de corridas de docking fue realizado con el objeto de 
llevar a cabo un andlisis estadistico mas preciso, aunque este aumento afede en gran medida el 
tiempo de andlisis (10 horas (100 corridas) contra 30 minutos (10 corridas)). 
Figura 7.9. A) Representaci6n grdfica de 10s clusters obtenidos en el docking de a-D-desoxirribosa 1-fosfato 
en la estructura de la PPM. 0) Representacidn grdfica de 10s dusters obtenidos en el docking de a-D-ribosa 
1-fosfato en la estructura de la PPM. (Eje X: Eneqias de intaracci6n (docked energies). Eje Y: Ndmero de 
conformaciones). 
Las 100 conformaciones resultantes de 10s tres ligandos analizados fueron agrupadas 
segljn el criterio descripto anteriormente, y se observt5 que las mismas se localizaron en el sitio 
activo propuesto. En el caso de la a-R-1-P y a-dR-1-P, se observ6 un grupo o cluster mayoritario 
con una poblacidn de aproximadamente el 80 % de las conformaciones (con las mejores energias 
de interaccidn, Figura 7.9). Mientras que en el caso de la a-A-1-PI no se observd un grupo 
mayoritario, en cambio se observd una elevada dlspersidn de grupos o clusters, por este motivo 
10s resultados obtenidos para este ligando no pudieron ser utilizados en el andlisis del mod0 de 
unidn a la PPM. 
Luego, al analizar 10s clusters mayoritarios en ambos azucares (a-R-1P y a-dR-1-P), se 
encontraron dos posibles modos de unidn con un RMSD de aproximadamente 1.3 A. 10s criterios 
de seleccidn de mod0 de unidn fueron 10s siguientes: 
La similitud espacial de las d i ve rs  soluciones generadas para 10s diversos 
ligandos 
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La mayor proporci6n de interacciones entre el ligando y la proteina. 
La conservaci6n de 10s residuos involucrados en el modo de unidn dentro de 
la familia de las PPMs. 
El nlimero de conf6rmeros en cada modo. 
Los modos de uni6n fueron definidos superponiendo todas las conformaciones de 10s dos 
ligandos estudiados y comparando 10s residuos involucrados en la interacci6n ligando-protefna. 
El primer mod0 de unidn propuesto se muestra en la Figura 7.10A. En el caso de la aR-1-P se 
ha116 que el grupo fosfato interaccionaba con el residuo Thr 96 y con la Lys 257. El azlicar del 
sustrato aR-1-P mostr6 interacciones puente de hidr6geno entre el grupo OH-5 y el residuo Ser 
304, entre el grupo OH-2 y 10s residuos Lys 257 y Asp 171 y finalmente entre el grupo OH-3 y el 
residuo Asp 171. Este patr6n de uni6n se repite en el caso del sustrato adR-1-PI donde se 
encontraron las mismas interacciones salvo pequefias excepciones. En este caso el grupo fosfato 
ademas de interaccionar con 10s dos residuos anteriormente citados (Thr 96 y Lys 257) lo hace 
tambidn con el residuo His 346. Los OH-5 y OH-3 mostraron puentes de hidrdgeno con 10s residuos 
Ser 304 y Asp 171 respectivamente, asf como en la aR-1-P. En ambos casos, la predicci6n de este 
mod0 de union se ha116 entre las mejores energias de docking. 
Figura 7.10. Modos de unibn representativos de la a-D-ribosa 1-fosfato con la PPM. A) Primer modo de 
unibn propuesto. 8) Segundo modo de unibn propuesto. 
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En el segundo mod0 de unidn propuesto, el grupo fosfato en ambos azljcares se cornporn 
como en el primer modo, como puede obsenrarse en la Figura 7.108. La diferencia entre estos doe 
modos de unidn radica en la orientacidn del esqyleto furandsico. En el caso de la aR-1-P, 10s QK 
.. r 
5,OH-3 y OH-2 se unen por interacciones puente de hyk6pno con lor residuos Lys 257, Ser 30s y 
# 
Ser 304 respectivamente. En el caso de las adR-I-P, se repite el patrdn de interaccidn, 
observdndose tambien la unidn por interacciones puente de hidr6geno entre el OH-3 y el resi& --- 0 
Asp 171. '7- :@ 
Cabe destacar que 10s residuos involucrados en las interacciones entre las furanosas 1- ! 
fosfato y la PPM son 10s mismos que 10s hallados anteriorrnente para la interaccidn de I r  
furanosas 5-fosfato y esta enzima. I 
Los resultados obtenidos muestran posibles modos de unidn de ligandos al sitio activo bs I 
la PPM de manera aproximada. Esta incettidumbre se encuentra relacionada al hecho de que sr 1 
incerteza asociada), a que no re ha podido wleccbnw una carga del idn manganeso dptima, y 
, T- - 
I .  finalmente a que no re ha considerado la flexibili&d & la protelna. Este liltimo factor pued. 1 - .  
f- , 
a 
influenciar 10s modos de uni6n de 10s ligandps y ntonces las afinidades y orientaciones pueda, I ? I 
verse modificadas. Adicionalmente, u b e  dcltacar que estos modor de unidn fueron halados em 1 d ' ; 
7.2.4 Una exolicaci6n ex~erimental 
I 
ausencia de moleculas de agua. Debido a estas incettidumbres se hace necesario verificw j I 
Con esta propuesta del modelo de la PPM, se evaluaron 10s resultados relacionados corl) 
imposibilidad de hidrolizar la cola de polihistidinas en la enzima PPM sobreexpresada. Esta cola #e 
polihistidinas habia sido afiadida en el sistema de expresidn con el objeto de facilitar Li, 
I 
purificacidn de la enzima recombinante. De esta manera, la enzima puede ser fdcilmetm 1 
purificada utilizando cromatografia de afinidad usando columnas de Ni-agarosa. Luego del paw & 
I 
purificacidn y debido a la baja adividad de la PPM, se intent6 remover estos residuos de histi- 
experimentalmente estas predicciones. Pero, para el prop6sito de obtener un modelo preliminw 
para la determinacidn de 10s aminodcidos claves involucrados en las interacciones ligan& 
proteina, se considera que es una aproximacidn suficientemente precisa, y nos guiard en un futum 
ha utilizado un modelo generado por modelado por homologia para el proceso de docking (con ou 1 
• '. 
. ii' 
para el diseno racional de mutantes con el objeto de amentar su estabilidad (temperatura y pH) y i a 
de relajar la especificidad por 10s azlicares fosfato. 1 
I a 
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Resumen de resultados, conclusiones y perspectivas 
8.1- Resumen de resultados 
1. Se obtuvieron D-ribosa 5-fosfato, Ddesoxirribosa 5-fosfato y D-arabinosa 5-fosfato 
mediante el uso de una estrategia quimio-enzimbtica versbtil partiendo de 10s azdcares 
naturales. Para ello, se estudi6 la regioselectividad, de las reacciones de desproteccidn 
mediante reacciones de hidrdlisis biocatalizadas utilizando diversas fuentes enzimdticas, 
hallilndose regioselectividades distintas dependiendo del tip0 de pentosa. Tambidn se 
Ilevo adelante un mdtodo de obtencion del difenil(3-azido-3-desoxi-l,2-O-isopropiliden-a- 
D-xilofuranosa) fosfato. 
2. Se logro sobreexpresar con buen rendimiento y alta pureza, la PPM de E. coli utilizando 
mCtodos habituales de biologia molecular. Se determinaron las condiciones 
experimentales optimas para la reaccidn de sintesis de nucledsidos a partir de las 
furanosas 5-fosfato. 
3. Se exploro la generalidad de esta aproximacion sintetica, utilizando como biocatalizador 
el sistema enzimatico acoplado (PPM + NPs), partiendo de las furanosas 5-fosfato 
sintetizadas previamente y distintas bases comerciales. De esta forma se han obtenidb con 
altos rendimientos (70-100%) 10s nucledsidos: adenosina, inosina, 6-mercaptopurin 
ribonucleosido, 1,2,4-triazol-3carboxamida ribonudedsido (Rivabirina), timidina, 2'- 
desoxiuridina, 5-fluoro-2'desoxiuridina y 5-bromo-2'-desoxiuridina. Asimismo se han 
obtenido diversos nucleosidos con moderados rendimientos (30-SO%), tales como la 
guanosina, 2-amino-6cloro-purin ribonucle6sid0, 2-fluoroadenosina e hipoxantin 
arabinonucle6sido. Finalmente se han obtenido con escaso rendimiento (10-30%) 10s 
siguientes nuclebidos: adenin arabinonuclebido, 6-mercaptopurin arabinonucle6sid0, 
1,2,4-triazol-3carboxamida arabinonuclebido, 2'desoxiinosina y 2-amino-6-cloro-purin 
2'-desoxirribonuclebsido. 
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4. Se ensayaron diferentes estrategias para la inmovilizaci6n de la PPM, encontrindose que 
la rnis eficiente consisti6 en el atrapamiento de la enzima en rnateriales hibridos de silica- 
quitosano preparados rnediante la tecnologia solgel, utilizando THEOS corno precursor y 
procesados por la metodologia de ISISA. Luego $e co-inrnovilizaron exitosarnente la PPM y 
PNP en el sol-gel hibrido silicaquitosano, mostrando una elevada estabilidad operacional. 
Por liltimo se trabaj6 con rnayores concentraciones de sustrato, dernostrSndose que 
pueden utilizarse concentraciones de hasta 30 mM con buenos rendimientos, a tiernpos 
cortos. 
5. Se gener6 el rnodelo estructural de.la PPM de E. coli por la metodologia de modelado por 
homologia. Luego se localiz6 el sitio de unibn a ligandos por diversos rnedios. Finalrnente 
se determin6 aproximadarnente el mod0 de untbn de 10s ligandos rnediante experirnentos 
de acoplamiento molecular o docking. Estos experirnentos revelan dos posibles rnodos de 
uni6n para 10s ligandos estudiados, en 10s cuales intervienen 10s misrnos residuos. 
8.2- Conclusiones v mrswctivas 
En primer lugar, se ha presentado una estrategia quimio-enzimitica versitil para la sintesis 
de divenas furanosas 5-fosfato partiendo de 10s azlicares libres. Con este fin, se protegieron 
quirnicamente todas la funciones hidroxilicas de diiersas pentosas, para luego evaluar la 
regioselectividad de las reacciones de hidrdlisis biocatalizadas por diversas fuentes enzirniticas. Se 
encontro que, usualrnente, estas reacciones eran regioselectivas para la posici6n 5, per0 
sorpresivamente, se observb que ciertas pentosas eran regioselectivamente desprotegidas en 
posiciones secundarias. ktas fueron: 
- La desacetilacibn enzimitica utilizando CRL del rnetil 2,3,5-tri-0-acetil-a,$-D- 
xilofuran6sido asi corno de su anilogo 3,Sdi-0-acetil-1,2-0-isopropiliden-a-D- 
xilofuran6sid0, que proporcionb 10s produdos desacetilados en la posicidn 3. 
- La desacetilacidn del butil 2,3,5-tri-CTacetil-a,p-D-xilofuran6sido utilizando porciones 
de banana, que procedi6 regioselectivamente dependiendo de la configuraci6n del 
carbon0 anomdrico, obtenidndose rinicamente de forma pura el an6rnero $ 
desprotegido en la posici6n 2, es decir el butil3,Sdi-0-acetil-P-D-xilofuran6sido. 
- La desacetilacion utilizando porciones de banana del metil 2,3,5-tri-0-acetil-a,$-D- 
arabinofuranosido, que procedi6 .con elevada regioselectividad, obteniendose corno 
product0 rnayoritario el arabinbido desacetilado en la posici6n 2, a conversiones de 
reaccion rnoderadas. 
Estas furanosas desprotegidas en hidroxilos secundarios podrian utilizarse corno posibles 
precursores en la sintesis de diversas furanosas 5-fosfatos rnodificadas. La sintesis de estos 
cornpuestos seria de interes con el fin de: 
Evaluar la posible sintesis de diversos nucle6sidos rnodificados en el azljcar, 
utilizando el sisterna enzirndtico acoplado descripto en esta tesis. 
Extender la informacion relativa a la especificidad de sustrato de la PPM en 
estudio. 
Esto ljltimo es de gran interes ya que la especificidad de sustrato de la PPM de E. coli ha 
sido pobrernente estudiada, habiendose ensayado s61o las actividades relativas de la D-ribosa 5- 
fosfato, 2-desoxi-D-ribosa 5-fosfato, D-arabinosa 5-fosfato y 2,3didesoxi-D-ribosa 5-fosfato. 
Asirnisrno, el estudio de la selectividad de la enzirna contra diversos sustratos podria ser de 
utilidad para complernentar el experiment0 de acoplarniento molecular o docking realizado sobre 
el rnodelo obtenido de la PPM. 
Con respecto a la sintesis de nucleosidos llevada a cab0 en este trabajo de tesis, se 
observo que, en general, 10s ribo- y desoxirribonucle6sidos fueron obtenidos con elevados 
rendirnientos utilizando el sisterna enzirndtico acoplado, rnientras que 10s arabinosidos 
correspondientes se obtuvieron con rendirnientos rnenores. Como se ha descripto anteriorrnente, 
esto podria deberse a la especificidad de la NPs m b  que a la de la PPM, para la cual se reporto 
que la D-arabinosa-5-fosfato presentaba una actividad relativa similar a la del sustrato natural. 
Con el objeto de obtener arabinonucle6sidos con altos rendirnientos, se deberia acoplar la PPM 
sobreexpresada a NPs que acepten m6s eficienternente corno sustraro la D-arabinosa 1-fosfato. 
Diversos estudios realizados por nuestro grupo' dernostraron que es posible sintetizar 
arabinonucleosidos purinicos utilizando celulas enteras de E coli BL21, partiendo de 
arabinonucle6sidos pirirnidinicos y bases purinicas. Por lo que es posible obtener 
arabinonucleosidos con elevados rendirnientos utilizando corno biocatalizador el sisterna 
enzirnatico acoplado formado por la PPM y celulas enteras de E. coli BL21. 
' Rogert, M.; Martinez, N.; Porro, S.; Lewkowicz, E.; Iribarren, A.; Molecules, 2000,5,535. 
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Capitulo 8 - Resumen de resultados, conclusiones y perspectivas 
Por otra parte, la inmovilizacidn de la PPM y la PNP permiti6 el re-uso de estos 
biocatalizadores al menos durante 7 ciclos sin observarse perdidas significativas de la actividad. 
Este resultado preliminar permitiria abordar futuros estudios de escalado a nivel multigramo de la 
reaccibn, con el objeto de evaluar su potencial utilidad tecnol6gica. Asimismo, la inmovilizacidn de 
10s biocatalizadores permitiria estudiar el posible uso de co-solventes orginicos con el objeto de 
aumentar la solubilidad de las bases, factor usualrnente limitante en 10s reacciones en medios 
acuosos 
Por irltimo, se lev6 adelante un modelo estructural de la PPM utilizando herramientas 
bioinformSticas, determinando un sitio aproximado de unidn de los ligandos. Esto se realizd con el 
fin de comprender el mecanismo pot el cual esta enzima ejerce su especificidad, permitiendo de 
esta forma el disefio racional de mutantes con el objeto de disminuir dicha especificidad. Debido a 
que la determinacidn realizada pot experimentos de docking no es suficiente para demostrar 
fehacientemente el modo de unidn de 10s sustratos a1 sitio activo de la enzima, es decir 10s 
aminoicidos involucrados y su posicidn, restaria realizar ensayos de mutagbnesis dirigida de forma 
de demostrar que estos aminoicidos son fundamentales, para la unidn del ligando, ademis de 10s 
+ 
correspondientes ensayos bioqulmicos confi r&atorfas. 
